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I Einleitung 
I.1 Die Bedeutung der Biotechnologie 
Die Nutzung biotechnologisch hergestellter Proteine hat in den letzten Jahrzehnten in den 
verschiedensten Industriezweigen zunehmend an Bedeutung gewonnen. Die Herstellung von 
Proteinen kann aufgrund des universellen genetischen Codes in den verschiedensten 
Organismen durchgeführt werden. Mittels gentechnischer Methoden produzierte, modifizierte 
oder in nicht dem Ursprungsorganismus entsprechenden Expressionssystemen hergestellte 
Proteine werden als rekombinante Proteine bezeichnet. Ein wichtiger Aspekt der modernen 
Biotechnologie ist es, für ein bestimmtes Protein den optimalen Produktionsorganismus zu 
finden und Verfahren zu entwickeln, die die ökonomische und qualitativ einwandfreie 
Herstellung des Produktes im industriellen Maßstab erlauben. 
 
Den klassischen Beispielen, wie der Produktion rekombinanten Labferments in der Lebens-
mittelindustrie oder der Herstellung von Humaninsulin in Escherichia coli für den 
therapeutischen Einsatz, sind mittlerweile zahlreiche weitere rekombinante Produkte gefolgt 
und zur Marktreife entwickelt worden. Durch die frühe, erfolgreiche Vermarktung 
rekombinanter Produkte hat die Forschung zur Entwicklung und Optimierung geeigneter 
Expressionssysteme an Aufmerksamkeit gewonnen und wird intensiv verfolgt. Zu den derzeit 
in industriellen Verfahren verwendeten Expressionsorganismen zählen Bakterien, Hefen, 
filamentöse Pilze sowie Säuger- und Insektenzellkulturen, pflanzliche Zellkulturen, transgene 
Tiere und transgene Pflanzen. 
I.2 Produktion rekombinanter Proteine 
Aufgrund der Anforderungen bezüglich Sicherheit, Qualität, Herstellungskosten und 
Quantität großtechnisch produzierter rekombinanter Proteine, muss für jedes Protein das 
geeignete Expressionssystem gewählt werden. Zur Verfügung stehen hier sowohl 
prokaryotische als auch eukaryotische Expressionssysteme. Ein Expressionssystem ist umso 
geeigneter, je minimaler der technische und finanzielle Aufwand ausfällt, mit dem das 
rekombinante Protein voll funktionsfähig (korrekt gefaltet und modifiziert) und möglichst frei 
von unerwünschten Nebenprodukten gewonnen werden kann. 
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I.2.1 Prokaryotische Expressionssysteme 
Verschiedene prokaryotische Systeme werden zur Produktion rekombinanter Proteine 
verwendet, am häufigsten der am besten charakterisierte bakterielle Wirtsorganismus 
Escherischia coli. Bakterien sind allerdings nur sehr eingeschränkt in der Lage post-
translationale Modifikationen durchzuführen. So werden z. B. aufgrund des reduzierenden 
Milieus im Cytoplasma eventuell erforderliche Disulfidbrücken unzureichend ausgebildet, so 
dass Proteine die für ihre Funktionalität entscheidende native Faltung nicht immer aufweisen. 
Darüber hinausgehende weitere posttranslationale Modifikationen, wie z. B. Glykosy-
lierungen der Proteine, sind im bakteriellen System nicht möglich (Fischer et al., 2000).  
 
Die bei Prokaryoten vorhandene enge Kopplung der Transkription und Translation sowie die 
Verfügbarkeit starker Promotoren führen im einfachsten Fall zu hohen Expressionsraten der 
Proteine. Allerdings liegen diese nicht immer in löslicher Form vor, sondern häufig als 
Proteinaggregate („inclusion bodies“). Technisch aufwendige und kostenintensive Verfahren 
zur Renaturierung der gewünschten Proteine, welche oft mit starken Ausbeuteverlusten 
verbunden sind, sind dann erforderlich. Aufgrund der Tatsache, dass sowohl Herstellungs- als 
auch Aufarbeitungsmethoden gut etabliert sind und teilweise sehr hoher Proteinausbeuten (bis 
mehrer g·L-1), werden trotz der o. g. Nachteile viele rekombinante Proteine durch bakterielle 
Expression hergestellt.  
I.2.2 Eukaryotische Expressionssysteme 
Eukaryotische Systeme zeichnen sich im Gegensatz zu prokaryotischen durch zusätzliche 
Zellkompartimente und komplexere Transkriptions-, Translations- und Targeting-
mechanismen aus. Dies birgt das Potenzial der Produktion kompliziert modifizierter und 
gefalteter Proteine in bestimmten Kompartimenten innerhalb oder außerhalb der 
produzierenden Zelle. Die Verwendung einfacher eukaryotischer Expressionssysteme, wie 
z. B. Hefen, zeichnet sich durch die Möglichkeit zur posttranslationalen Modifizierung von 
aus höheren Eukaryoten stammenden Proteinen aus. In Verbindung mit einer relativ einfachen 
Kultivierung, ausreichender Erfahrung bezüglich der Maßstabsvergrößerung und der 
einfachen gentechnischen Modifikation von einzelligen Organismen sind Hefen wie 
Saccharomyces cerevisiae (Clare and Romanos, 1995), Hansenula polymorpha (Gellissen and 
Hollenberg, 1997) und Pichia pastoris (Clare et al., 1991; Romanos et al., 1991) als 
Expressionssysteme etabliert worden. Allerdings führen auch diese Expressionssysteme nicht 
alle posttranslationalen Modifikationen identisch zu den in Säugetierzellen stattfindenden 
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Modifikationen (z. B. Fehl - /Überglykosylierung) durch und sind daher nicht immer in der 
Lage, funktionales und ggf. für den therapeutischen Einsatz geeignetes Protein zu liefern.  
 
Der Einsatz von Pflanzen bzw. Tieren als Expressionssystem („Molecular Farming“) bietet 
eine attraktive Alternative zur Produktion von eukaryotischen, qualitativ hochwertigen 
Proteinen (Schillberg et al., 2002). Hierbei werden zur Produktion "intakte" Organismen, also 
Pflanzen oder Tiere oder pflanzliche bzw. tierische Zellkulturen eingesetzt. Während die 
Verwendung ganzer Organismen insbes. aus Sicherheitsgründen "containment" bzw. 
aufgrund von ethischen Bedenken verhältnismäßig aufwändig ist, bieten Zellkulturen im 
allgemeinen den Vorteil des geringen Platzbedarfs, der kontrollierbaren Bedingungen sowie 
leichterer Manipulation bezüglich Leistungssteigerung. Auf die Verwendung tierischer 
Expressionssysteme wird kurz eingegangen werden, während das Hauptaugenmerk auf den 
Vor- und Nachteilen der pflanzlichen Expressionssysteme liegen wird: 
Bei transgenen Nutztieren steht die Produktion von therapeutischen Proteinen in der 
Milchdrüse im Vordergrund. Die Produkte werden aus der Milch extrahiert und gereinigt 
(Ammann, 2000). Wesentliche Vorteile dieses Expressionssystems sind die aufgrund der 
korrekten posttranslationalen Modifikationen qualitativ hochwertigen Produkte sowie die 
Proteinausbeuten, welche im mg·L-1 Bereich liegen. Jedoch ist der Einsatz von transgenen 
Tieren mit enormen ethischen Bedenken behaftet. Des Weiteren bedarf es eines recht hohen 
Zeitaufwandes, um von der Transformation des Organismus zur tatsächlichen Ernte des 
Produktes zu gelangen.  
 
Tierische Zellkulturen, wie Insekten- und Säugerzellkulturen, finden ihren Einsatz als 
Expressionssystem besonders bei der Produktion von glykosylierten Proteinen aufgrund der 
korrekten posttranslationalen und posttranskriptionalen Modifikationen. Tierische 
Zellkulturen weisen allerdings eine hohe Sensibilität bezüglich der Handhabung (hohe 
Ansprüche an Medienzusammensetzung, Scherempfindlichkeit) und die Gefahr der 
Kontamination des Produktes durch insbesondere virale Humanpathogene auf, welche 
kostenintensive Aufreinigungsschritte erfordern. Trotz dieser Nachteile wird bislang der 
Großteil der zugelassenen rekombinanten Antikörper in CHO („Chinese Hamster Ovary“) 
Zellen produziert (Gomord and Faye, 2004). 
 
Durch die Entwicklung und Etablierung entsprechender Transformationssysteme wurden in 
den 80er Jahren Pflanzen als alternative Expressionssysteme für rekombinante Proteine 
4                                                                                                                                    Einleitung 
 
interessant. Durch den der tierischen Zelle ähnlichen Proteinsyntheseapparat und das nicht 
vorhandene Risiko der Kontamination durch Human- und Tierpathogene stellen Pflanzen ein 
außergewöhnliches Potenzial für die Produktion von pharmazeutisch relevanten Proteinen dar 
(Fischer et al., 1999d). Pflanzen besitzen weitgehende Möglichkeiten der post-
transkriptionalen und posttranslationalen Modifikation der transkribierten RNA und der 
gebildeten Proteine. Sie sind in der Lage Introns zu entfernen, Proteine zu glykosylieren, 
Disulfidbrücken zu bilden und die für die Funktionalität erforderliche Faltung der Proteine 
vorzunehmen. Somit bieten Pflanzen die Möglichkeit der Produktion komplexer Protein-
moleküle. Wie andere höhere eukaryotische Zellen erkennen Pflanzenzellen Protein-Signal-
Sequenzen, so dass Proteintargeting-Strategien für eine optimale Sekretion bzw. Lokalisation 
des fertigen Proteins in Organellen eingesetzt werden können. Die Möglichkeit der 
Anreicherung von Proteinen in Zellkompartimenten, wie dem Cytosol (Schillberg et al., 1999; 
Spiegel et al., 1999), der Vakuole (Hoppmann, 2000), dem ER (Artsaenko et al., 1995; 
Denecke et al., 1992; Spiegel et al., 1999), den Choroplasten (Staub and Maliga, 1992) und 
den Apoplasten (Schillberg et al., 2000; Ziegler et al., 2000) konnte gezeigt werden.  
 
Ein Vorteil des Einsatzes intakter transgener Pflanzen als Produktionsstätte für rekombinante 
Proteine ist die Möglichkeit der quasi unbegrenzten Maßstabsvergrößerung in Form des Frei-
landanbaus (Fischer et al., 1999a; Fischer et al., 1999d). In diesem Zusammenhang können 
transgene Pflanzen herkömmlichen Kultivierungs- und Aufarbeitungsmaßnahmen der Agrar- 
und Lebensmittelindustrie unterzogen werden, so dass keine weiteren Technologien dies-
bezüglich entwickelt werden müssen. Bereits heute werden industrielle Proteine wie Avidin 
und die bakterielle ß-Glucuronidase in Zea mays (Mais) (Kusnadi et al., 1998), die aus 
Aspergillus niger stammende Phytase in Nicotiana tabacum (Tabak) (Verwoerd et al., 1995) 
in intakten rekombinanten Pflanzen hergestellt und kommerziell vertrieben. 
 
Im Gegensatz zu intakten Pflanzen bieten Pflanzensuspensionskulturen den nicht zu unter-
schätzenden Vorteil der kontrollierten, klima- und wetterunabhängigen Kultivierung in 
geeigneten Bioreaktoren (Fischer et al., 1999). Die Kultivierung gentechnisch modifizierter 
Pflanzenzellkulturen ist dem Freilandanbau von Pflanzen hinsichtlich der Garantie des 
„containment“ (Commandeur and Twyman, 2004) in regulatorischen Aspekten (Zulassung) 
überlegen. Das Wachstum pflanzlicher Zellen in Suspensionskulturen ist durch einfache 
Handhabung und preiswerte Medien gekennzeichnet. Aufgrund der eingesetzten Medien, 
welche lediglich aus Nährstoffsalzen, Wachstumshormonen und einfachen 
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Kohlenstoffquellen wie Saccharose bestehen und keine komplexen Zusätze beinhalten, sind 
die Kosten für die Kultivierung von Pflanzenzellkulturen gering. Die Abtrennung von 
Humanpathogenen, wie z. B. Viren, ist hier nicht erforderlich, so dass diesbezüglich 
anschließende Aufreinigungsprozesse auf kostenintensive und zu Lasten der Ausbeute 
gehende Schritte verzichten können. Aufgrund der o. g. Vorteile stellen PZK ein attraktives 
Expressionssystem für rekombinante Proteine dar (Doran, 2000; Fischer et al., 2004; Hellwig 
et al., 2004; James and Lee, 2001; Ma et al., 2003; Twyman et al., 2003). 
 
Schon in den 60er Jahren wurden geeignete Kultivierungstechniken zur Produktion 
sekundärer Metabolite für nicht transgene PZK entwickelt (Gamborg and Eveleigh, 1968). 
Proteine wie Shikonin aus Lithospermum erythrorhizon (Honda et al., 1988), Ajmalicin aus 
Catharanthus roseus (Drapeau et al., 1986) und Taxol aus Taxus cuspidate (Seki et al., 1997) 
wurden zunächst im Labormaßstab exprimiert. Den kommerziellen Status erreichten Prozesse 
wie die Shikonin- (Mitsui Petrochemical Inc) und Taxolproduktion (Phyton Biotech GmbH). 
Die ersten, die das System PZK als Produktionsstätte für rekombinante Proteine nutzten, 
waren Sijmons et al. (Sijmons et al., 1990) mit der Produktion humanen Serumalbumins in 
Kartoffel und Tabak sowie Hogue et al. (Hogue et al., 1990) mit der Expression von 
Chloramphenicol-Acetyltransferase in Tabak. In weiteren Studien wurde die Expression eines 
Hepatitis B-Oberflächenantigens in Lactuca sativa (Mason et al., 1996) und des bakteriellen 
Choleratoxin-Antigens (Arakawa et al., 1999) gezeigt. Andere Beispiele stellen die 
Produktion rekombinanter, z. T. komplexer Antikörper wie scFv-Antikörper (Fecker et al., 
1996; Firek et al., 1993; Owen et al., 1992; Schillberg et al., 1999; Schouten et al., 1996; 
Stoger et al., 2000; Tavladoraki et al., 1993), bispezifischer Antikörper (Fischer et al., 1999e), 
Vollängen IgG Antikörper (Fischer et al., 1999c; Hiatt et al., 1989; Schillberg et al., 1999), 
Antikörper-Fusionsproteine (Spiegel et al., 1999) und sekretotischer IgA-Antikörper (Ma et 
al., 1995; Ma et al., 1994) dar.  
 
Im Laufe der Entwicklung von Pflanzenzellkulturen (PZK) als Expressionssystem wurden 
verschiedene Pflanzenarten untersucht und, zumindest im Labormaßstab, erfolgreich 
eingesetzt. Bis heute wurde die Expression von mehr als 20 verschiedenen rekombinanten 
Proteinen in PZK publiziert (Hellwig et al., 2004). Tab. 1 gibt hier einen Überblick. 
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Tab. 1 Produktion verschiedener rekombinanter Proteine mittels Pflanzenzellkulturen im Labormaßstab. 
Modifiziert nach Hellwig et al. (Hellwig et al., 2004). 
Referenz Protein 
Sijmons et al., 1990 Humanes Serumalbumin  
Hogue et al., 1990 Chloramphenicol-Acetyltransferase 
Firek et al., 1993 Modellantikörper 
Matsumoto et al., 1993 Humanes Erythropoietin 
Matsumoto et al., 1995 Schwere Kette eines monoklonalen Antikörpers (murin) 
Magnuson et al., 1996 Modellantikörper 
Tagge et al., 1996 Preproricin 
Francisco et al., 1997 Bryodin 1 
Wongsamuth and Doran, 1997 Guy`s 13 monoklonaler Antikörper (murin) 
LaCount et al., 1997 Schwere Kette eines monoklonalen Antikörpers 
Magnuson et al., 1998 Humanes Interleukin-2 und Interleukin-4 
Torres et al., 1999 scFv Antikörperfragment 
Fischer et al., 1999e BiscFv Antikörperfragment 
Fischer et al., 1999c rAK 
Sharp and Doran, 2001 Modellantikörper 
Terashima et al., 1999 Humanes AAT 
Ramirez et al., 2002 scFv Antikörperfragment 
James et al., 2000 Humanes GM-CSF 
Huang et al., 2002 Humanes AAT 
Smith et al., 2002 Hepatitis B Oberflächenantigen 
Lee and Lee, 2002 Humanes GM-CSF 
Huang et al., 2002 Humanes Lysozym 
Kwon et al., 1994 Interleukin-12 
Kwon et al., 1994 Humanes GM-CSF 
Sunil Kumar et al., 2003 Hepatitis B Oberflächenantigen 
Yano et al., 2004 Monoklonaler Antikörper gegen Hepatitis B Oberflächen-
antigen 
Hull et al., 2005 Monoklonaler Antikörper gegen Anthrax 
 
Die aus Blattgewebe von Nicotiana tabacum erzeugte BY-2 Suspensionskultur (Kato et al., 
1972) eignet sich besonders als Expressionssystem für rekombinante Proteine, da geeignete 
Transformationssysteme etabliert sind, die transgenen BY-2 Kalli sich binnen 4-8 Wochen zu 
Suspensionskulturen generieren lassen (Fischer et al., 1999) und die Sekretion der 
rekombinanten Proteine in bestimmte Zellkompartimente möglich ist. Die nikotinfreie BY-2 
Zelllinie zeichnet sich durch die kurze Generationszeit von 16 bis 24 h (Nagata et al., 1992) 
und die für PZK hohe Homogenität aus, wodurch die Prozessführung erleichtert wird 
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(Hellwig et al., 2004). Jedoch sind die in PZK möglichen Expressionsraten noch 
verhältnismäßig gering (je nach Protein: mehrere µg bis mg·L-1).  
I.2.3 Humanes Serumalbumin 
Das humane Serumalbumin (HSA) stellt einen möglichen Kandidaten für die technische 
Produktion durch Pflanzenzellkulturen dar. Dieses Hauptprotein des menschlichen Plasmas 
besteht aus 585 Aminosäuren und weist ein Molekulargewicht von ca. 66,5 kDa auf. Das in 
der Leber gebildete Serum enthält ungefähr 42 g·L-1 Albumin. Die primäre Funktion des HSA 
liegt in der Erhaltung des kolloidosmotischen Plasmadruckes in den Blutgefäßen. Ebenso 
übernimmt HSA eine Transport- und Speicherungsfunktion verschiedener Liganden (z. B. 
Bilirubin, Calcium, Fettsäuren) und dient als Quelle von Aminosäuren. Die Bindung von 
toxischen Schwermetallionen ist eine weitere Funktion von HSA, weshalb eine niedrige 
Albuminkonzentration im Blut pharmakologische Auswirkungen haben kann. 
 
In der medizinischen Anwendung ist HSA das am weitesten verbreitete intravenös eingesetzte 
Protein. Es wird vor allen Dingen als Blutersatzstoff verwendet, z. B. zur Behandlung von 
Hypoalbuminämie. Der hohe Bedarf an HSA muss bislang von den Blutbanken gedeckt 
werden. Diese Abhängigkeit weist das nicht zu unterschätzende Risiko der Übertragung von 
Humanpathogenen wie z. B. HIV und Hepatitis-Viren auf. Ebenso stehen die nötigen 
Blutkonserven nicht immer zur Verfügung. Daher ist es von großer Bedeutung, geeignete 
Produktionsstätten zu finden, welche HSA in ausreichender Menge herstellen und keine 
Gefahr einer Kontamination mit Humanpathogenen aufweisen. 
I.3 Kryokultivierung 
Ein großer Nachteil von transgenen Pflanzenzellkulturen gegenüber der Handhabung anderer 
Organismen ist die bislang durch z. B. wöchentliche Subkultivierung in Schüttelkulturen 
erfolgende Lagerung der Zellkulturen. Im Laufe dieser Art der Stammhaltung konnten 
Veränderungen hinsichtlich der Expression bzw. Ausbeute der rekombinanten Proteine 
beobachtet werden (Chattopadhyay et al., 2002). Entwicklungen und Optimierungen von 
Fermentationsprozessen erfordern aufgrund der niedrigen Wachstumsrate bei 
Pflanzenzellkulturen einen hohen Zeitaufwand. Reproduzierbare Resultate bezüglich 
Wachstums- und Produktbildungsphase erfordern definierte, stabile Kulturen. Hinsichtlich 
regulatorischer Aspekte (z. B. EU-GMP-Richtlinien) ist die Reproduzierbarkeit von 
Produktionsprozessen eine absolute Vorraussetzung. Im Gegensatz zu Bakterien, Hefen und 
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tierischen Zellkulturen, die in Kryokulturen über lange Zeiträume stabil gelagert werden 
können, ist eine Kryokonservierung von transgenen PZK nicht etabliert.  
 
Obwohl bereits in den 60er und 70er Jahren die ersten erfolgreichen Kryokonservierungs-
protokolle für Wildtyp-PZK entwickelt (Nag and Street, 1973; Quatrano, 1968) wurden, ist 
die Kryokultivierung von PZK bislang noch nicht ausgereift. Zwar existieren verschiedene 
Protokolle (Reinhoud et al., 2000) - auch für BY-2 Wildtyp-Zellkulturen (Menges and 
Murray, 2004) - allerdings sind diese nicht immer auf andere PZK und speziell transgene 
Zelllinien übertragbar.  
I.3.1 Osmotische und kryoprotektive Vorbehandlung der PZK 
Das größte Problem bei der Herstellung von Kryokulturen ist der überdurchschnittlich hohe 
Wassergehalt von pflanzlichen Zellen von z. T. über 90 %. Daher ist der erste Schritt zur 
erfolgreichen Kryokonservierung von PZK die Herstellung geeigneten Ausgangsmaterials. 
Zellen, die sich in der logarithmischen Wachstumsphase befinden, sind i. d. R. kleiner als 
Zellen aus der stationären Phase. Die Zellen besitzen kleine Vakuolen und daher weniger 
intrazelluläre Flüssigkeit und eignen sich besser als Ausgangsmaterial als Zellen aus anderen 
Wachstumsphasen. Osmotisch wirksame Substanzen (Mannitol, Sorbitol, Trehalose) werden 
eingesetzt, um den intrazellulären Wassergehalt weiter zu minimieren. Die Wahl des 
passenden Osmotikums in der optimalen Konzentration und Inkubationszeit ist von 
entscheidender Bedeutung. Außerdem ist der Einsatz sogenannter Kryoprotektiva 
erforderlich, welche den Gefrierpunkt von Wasser herabsetzen und somit die Zellen vor 
Kristallisation und deren schädigenden Folgen während des Einfrierens und des Auftauens 
schützen. Es gibt zwei Arten von Gefrierschutzmitteln: in die Zelle penetrierende (DMSO, 
Glycerin) und die nicht penetrierenden Kryoprotektiva (Saccharose, Propandiol). Oft wird 
eine Kombination aus beiden Kryoprotektoren gewählt, wie z. B. eine Mischung aus DMSO, 
Glycerin und Saccharose (DGS) oder DMSO, Glycerin und Prolin (DGP). Die 
Zusammensetzung des Kryoprotektivums muss spezifisch auf den Organismus abgestimmt 
sein.  
I.3.2 Kryokonservierungsmethode 
Die Wahl der richtigen Einfriermethode ist ein weiterer entscheidender Aspekt in der 
Entwicklung eines erfolgreichen Kryokonservierungsprotokolls. Im Bereich der 
Kryokultivierung von PZK werden 4 Basismethoden eingesetzt: das langsame Einfrieren, das 
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schnelle oder "2-Schritt-Einfrieren" (Withers, 1985), die Vitrifikation (Rall and Fahy, 1985) 
und die Einhüllung in Alginat (Dereuddre et al., 1990). 
 
Mit Ausnahme der Vitrifikation erfordern alle Methoden eine osmotische Vorbehandlung des 
einzufrierenden Materials. Bis auf die Einhüllung der Zellen in Alginat beinhalten alle 
Methoden eine kryoprotektive Behandlung. Tab. 2 stellt eine Zusammenfassung der einzelnen 
Methoden dar.  
Tab. 2 Zusammenfassung und Charakterisierung der Kryokonservierungsmethoden. 
 Methode Kühlrate 
1 
[K·min-1] 
Kühlrate 
2 
[K·min-1] 
Temp.
1 
[°C] 
Temp. 
2 
[°C] 
Bemerkung 
Langsames Einfrieren       
 1-3 M: penetrierende 
Kryoprotektoren 
-0,1 bis  
-0,3 
- - -60 bis 
-120 
zeitintensiv 
Schnelles oder 2-Schritt Einfrieren       
 1-3 M: penetrierende 
Kryoprotektoren 
-0,1 bis 
-0,3  
schnell -20 bis 
-40 
-196 relativ schnell 
Vitrifikation       
 hochkonzentrierte Lösung (5-8 M): 
Dehydrierung vor Kryokonser-
vierung, penetrierende und nicht-
penetrierende Kryoprotektoren 
schnell - -196 -196 schnell, Lösungen 
sind oft toxisch für 
den Organismus 
Einhüllung in Alginat       
 - schnell - -196 -196 aufgrund der Her-
stellung der Alginat-
Zell-Kugeln und des 
Trocknungsprozesses 
sehr zeitintensiv 
I.3.3 Auftaumethode 
Auch die Auftaurate ist für eine erfolgreiche Kryokonservierung von entscheidender 
Bedeutung. Ratsam bei PZK ist ein schnelles Auftauen. Die intrazellulär vorliegende 
Mischung aus Kryoprotektiva und Wasser geht beim Einfrieren in einen metastabilen, 
glasartigen Zustand über. Zu langsames Auftauen führt zur Kristallisation der glasartigen 
intrazellulären Flüssigkeit und zu Schaden des Zellmaterials, wohingegen beim schnellen 
Auftauen die Kristallisation verhindert wird. Für ein erfolgreiches Einfrieren von PZK ist 
nicht nur der Kühlprozess ausschlaggebend. Vielmehr ist das Zusammenspiel der Wahl des 
Ausgangsmaterials, der osmotischen und kryoprotektiven Behandlung der Zellen, der 
Kühlrate, der Auftauprozedur und der Regeneration der Suspension von entscheidender 
Bedeutung.
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I.4 Medienoptimierung 
Bei der Entwicklung von biotechnologischen Prozessstrategien im Hinblick auf eine 
industrielle Nutzung ist die Zusammensetzung des Nährmediums von wesentlicher Be-
deutung. Das Wachstum pflanzlicher Zellen in Suspensionskulturen ist durch einfache 
Handhabung und preiswerte Medien gekennzeichnet, welche lediglich aus Nährstoffsalzen, 
Wachstumshormonen und einfachen Kohlenstoffen wie Glukose bestehen. Jedoch weisen die 
wissenschaftlich beschriebenen und kommerziell erhältlichen Nährmedien ein bislang wenig 
genutztes Optimierungspotenzial auf, da sie meist auf traditionellen Rezepturen basieren und 
nicht auf das Wachstum und die Produktivität bestimmter Zelllinien abgestimmt sind. Bei der 
Entwicklung von biotechnologischen Prozessstrategien in Hinblick auf eine industrielle 
Nutzbarkeit ist die Zusammensetzung des Nährmediums von entscheidender Bedeutung. 
Optimale, auf bestimmte Pflanzenzellkulturen individuell angepasste Wachstumsbedingungen 
können das Wachstum steigern, die Produktion des gewünschten Proteins erhöhen und somit 
die Ausbeute erheblich verbessern. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass das für die Kul-
tivierung von Pflanzenzellkulturen kommerziell erhältliche Medium keine ideale Umgebung 
für die Stabilität von rekombinanten Proteinen ist (James and Lee, 2001). Zusätzliche 
Komponenten, die die Stabilität rekombinanter Proteine erhöhen, werden in diesem Fall 
interessant. 
I.5 Fermentation 
I.5.1 Fermentationsbedingungen 
Die Erfahrung und das technische Wissen der mikrobiellen Fermentationstechnologie kann 
z. T. auf die Kultivierung von Pflanzenzellkulturen in Bioreaktoren übertragen werden. Es 
gibt jedoch einige wichtige Bereiche, in denen die Fermentation von Pflanzenzellkulturen die 
Weiterentwicklung von Reaktordesign und Fermentationsstrategien erfordert. So sind z. B. 
die rheologischen Eigenschaften von Pflanzenzellkulturen wesentlich komplexer als bei 
Bakterien oder Hefen, so dass andere Systeme zur homogenen Durchmischung benötigt 
werden. Besonders gegen Ende der Fermentation erreichen die Pflanzenzellkulturen, bezogen 
auf Frischgewicht und Feststoffanteil, extrem hohe Zelldichten, so dass die Viskosität des 
Systems zunimmt. Des Weiteren weisen Zellkulturen im allgemeinen höhere 
Empfindlichkeiten gegenüber Scherkräften auf als bakterielle Systeme und Hefen. Aufgrund 
dieser Problematik müssen entsprechende Rührorgane verwendet werden, welche den 
Ansprüchen der Pflanzenzellkulturen genügen. Schockwellen, die durch das Zerplatzen von 
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Luftblasen im Fermentationsmedium entstehen können, üben hier, anders als bei 
Säugerzellen, keinen negativen Einfluss aus (Doran, 1999). 
 
Das Problem des hohen Sauerstoffbedarfes ist bei Pflanzenzellkulturen nicht gegeben. In Ver-
bindung mit dem langsamen Wachstum erreicht der trockengewichtsspezifische Sauerstoff-
bedarf relativ geringe Werte von 0,2 bis 0,6 mmol·g-1·h-1, so dass bei Biomassekonzentra-
tionen von 10 bis 20 g·L-1 Sauerstofftransferraten von maximal 12 mmol·L-1·h-1 benötigt 
werden (Singh and Curtis, 1995). Im Vergleich zu den Sauerstofftransferraten mikrobieller 
Fermentationen (bis 90 mmol·L-1·h-1) ist dies ein geringer Wert (Taticek et al., 1991). Der 
niedrige Sauerstoffbedarf ermöglicht sowohl Begasungsraten von unter 0,3 vvm als auch 
niedrige Rührerdrehzahlen, was der Sensibilität der Zellkulturen bezüglich der Scherkräfte 
entgegenkommt.  
 
Auch die Problematik der Temperaturregelung, die bei der Fermentation von Bakterien und 
Hefen auftreten kann, ist hier aufgrund der geringen Stoffwechselleistung nicht gegeben. 
Pflanzenzellkulturen werden i. d. R. bei ca. 26 °C fermentiert.  
 
Während der Fermentation kann abhängig von der Wachstumsphase der Pflanzenzellkultur, 
ähnlich wie bei einigen Bakterienfermentationen, starke Schaumbildung auftreten. Innerhalb 
des Schaums behalten die Zellen ihre Vitalität bei (Wongsamuth and Doran, 1994), so dass 
hier Biofilme an der Bioreaktorwand gebildet werden. Aufgrund von Durchmischungs- bzw. 
Diffusionsproblemen bezüglich der Nährstoffe können die Zellen ihre Aktivität verlieren. 
 
In den letzten 20 Jahren wurde eine Reihe von Reaktorkonfigurationen bezüglich der 
Kultivierung von Pflanzenzellsuspensionen untersucht. So wurden z. B. neben den her-
kömmlich in der Industrie eingesetzten Rührreaktoren sogenannte „Airlift“-Reaktoren unter-
sucht, bei denen die Durchmischung auf der Begasung der Fermentationsbrühe beruht. Jedoch 
ergaben die Untersuchungen, dass eine homogene Mischung bei hohen Zelldichten in diesen 
Systemen nicht mehr gewährleistet ist (Fowler, 1988; Scragg et al., 1988; Tanaka, 1981; 
Ulbrich et al., 1985). Aufgrund dieser Problematik sind Bioreaktoren mit einem leistungs-
fähigeren Rührsystem bzw. mit größeren Rührorganen erforderlich (Curtin, 1983; Hashimoto 
et al., 1982; Rittershaus et al., 1990). Heutzutage ist der Einsatz von großflächigen, 
langsamdrehenden Schrägblattrührern zur schonenden und doch effektiven Durchmischung 
üblich. Um unter diesen Bedingungen einen für PZK ausreichenden Sauerstoffeintrag zu 
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gewährleisten, können Sintermetall-Sparger eingesetzt werden. Die eingetragene Luft wird 
durch feinporiges Metall in kleine Blasen dispergiert. Durch die damit verbundene 
Oberflächenvergrößerung ist eine hohe Diffusion des Sauerstoffes in die Flüssigphase 
gegeben.  
I.5.2 Fermentationsstrategien 
batch Fermentation 
Die ansatzweise (batch) Fermentation ist eine Fermentationssstrategie, welche für biologische 
Systeme eingesetzt wird, deren Stoffwechsel keiner Substrat- und/oder Produktinhibierung 
unterliegt. Die Produktbildung kann wachstumsentkoppelt oder wachstumsgekoppelt sein. 
Die Fermentation wird zum Zeitpunkt der maximalen Produktausbeute gestoppt und das 
Produkt geerntet. Es handelt sich hier um ein geschlossenes System, d. h. der Kultur stehen 
mit Ausnahme von Sauerstoff nur die zu Beginn der Fermentation vorgelegten, im Medium 
enthaltenen Nährstoffe zur Verfügung. In Abb. 1 wird der batch Prozess schematisch 
dargestellt. 
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Abb. 1 Schematische Darstellung einer batch Fermentation.  
A: Aufbau des Bioreaktorsystems; B: typische Entwicklung der Substrat-, Biomasse- und Produktkonzentration 
während der Fermentation.  
fed-batch Fermentation 
Zulauf- (fed-batch) Fermentationsprozesse werden i. d. R. bei Fermentationen biologischer 
Systeme, deren Wachstums- oder Produktionsphase einer Substratinhibierung unterliegt 
sowie zum Erreichen hoher Zelldichten eingesetzt. Bei dieser Fermentationsstrategie kann der 
Prozess von Beginn an mit niedrigen Substratkonzentrationen gefahren und diese so ein-
gestellt werden, dass sie während der gesamten Fermentation den Wert der inhibierenden 
Substratkonzentration nicht erreichen. Pasteur-, Crabtree- oder sogenannte „Glucose-
Overflow“-Mechanismen, welche produktinhibierende Stoffwechselprodukte hervorrufen 
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können, werden somit verhindert. Der Aufbau einer fed-batch Fermentation und der Verlauf 
der Substrat-, Produkt- und Biomassekonzentration wird in Abb. 2 schematisch dargestellt. 
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Abb. 2 Schematische Darstellung einer fed-batch Fermentation. 
A: Aufbau des Bioreaktorsystems; B: typische Entwicklung der Substrat-, Biomasse- und Produktkonzentration 
während der Fermentation.  
Kontinuierliche Fermentation 
Die kontinuierliche Fermentation ist eine Strategie, die bei biologischen Systemen eingesetzt 
werden kann, bei denen z. B. die Produktionsphase mit der Wachstumsphase gekoppelt ist. 
Bei dieser Fermentation wird ein Fließgleichgewicht erreicht, innerhalb dessen die 
Konzentrationen von Substrat, Biomasse und Produkt annähernd konstant sind. Vorteil dieser 
Fermentation ist zum einen die konstante Produktionsrate und zum anderen die Möglichkeit 
der Produkternte während des laufenden Prozesses. Das Volumen der Ernte entspricht dem 
der Zufütterung („Feed“). Die schematische Darstellung einer kontinuierlichen Fermentation 
ist in Abb. 3 dargestellt. Eine in der Zellkultivierung häufig eingesetzte Variante der 
kontinuierlichen Fermentationsstrategie ist die Perfusionsfermentation, die einer 
kontinuierlichen Fermentation mit Zellrückhaltung gleicht. Während das Medium 
kontinuierlich ausgetauscht wird, wird die Biomasse oder das Produkt durch geeignete in-line 
Verfahren zurückgehalten. Dadurch lassen sich auch mit langsam wachsenden Organismen 
hohe Zelldichten erreichen. 
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Abb. 3 Schematische Darstellung einer kontinuierlichen Fermentation.  
A: Aufbau des Bioreaktorsystems; B: typischer Verlauf der Substrat-, Biomasse- und Produktkonzentration 
während der Fermentation. 
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I.6 Zielsetzung 
Pflanzen als „Bioreaktoren“ ermöglichen die Herstellung verschiedenster, auch kompliziert 
strukturierter Proteine, welche mit klassischen Organismen nicht oder nur unter ökonomisch 
ungünstigen Umständen möglich ist. Die industrielle Gewinnung, beispielsweise von 
medizinisch relevanten Proteinen, durch transgene intakte Pflanzen und Pflanzenzellkulturen 
(PZK) gewinnt zunehmend an Bedeutung. Ein Beispiel für diese Entwicklung wird in einer 
kürzlich veröffentlichten Mitteilung von DowAgroScience beschrieben: „...transgene 
Tabakzellkulturen sollen in naher Zukunft zur Produktion von Vakzinen genutzt werden...“ 
(http://www.biotech-weblog.com/50226711/equine_west_nile_vaccineproduction_in_-
tobacco.php). Der großtechnische Einsatz von PZK als Expressionssystem für rekombinante 
Proteine ist bislang nicht etabliert worden. Gründe hierfür sind die im Vergleich zu 
herkömmlichen Expressionssystemen nicht umgesetzten und optimierten Prozesse, geringe 
Produktivitäten sowie genetische Instabilitäten der pflanzlichen Systeme. Im vorliegenden 
Promotionsprojekt soll die Optimierung des Expressionssystems PZK in Hinblick auf eine 
industrielle Anwendung erzielt werden. Im Wesentlichen sollen hier folgende Fragestellungen 
geklärt werden: (1) Kann die Produktivität der transgenen BY-2 Kulturen durch 
Medienoptimierung erhöht werden und ist dieses Resultat in einen höheren Maßstab 
übertragbar? (2) Welche Fermentationsstrategien können mit dem System PZK effektiv 
durchgeführt werden und kann die Produktivität der BY-2 Kultur durch prozesstechnische 
Veränderungen verbessert werden? (3) Ist die Kryokonservierung dieser Zellkultur möglich 
und kann dadurch die genetische Instabilität des Systems umgangen werden? (4) Kann das in 
das Medium sekretierte HSA aufgereinigt werden und ist diese Methode industriell 
anwendbar?  
 
Als Modellzelllinie wird hierfür eine transgene Nicotiana tabacum L. cv BY-2 Zellkultur 
generiert. Diese Zellkulturen enthalten das Gen des humanen Serumalbumins (HSA), dessen 
Expression unter der Kontrolle des konstitutiven CaMV 35SS Promotors steht. Die 
Expressionskassette enthält zusätzlich eine Signalpeptidsequenz, welche die Sekretion des 
rekombinanten HSA in den Apoplasten ermöglicht. Im Rahmen einer Medienoptimierung soll 
die Ausbeute des Modellproteins HSA erhöht werden. In Schüttelkolbenversuchen soll hier 
der Einfluss verschiedener Bestandteile eines kommerziell erhältlichen Nährmediums sowie 
die Wirkung verschiedener Vitamine, Hormone, Aminosäuren und sekretions- und 
stabilitätsfördernder Substanzen auf die HSA-Akkumulation im Medium untersucht werden. 
Des Weiteren sollen unterschiedliche Fermentationsstrategien wie die batch, fed-batch und 
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kontinuierliche Prozessführung sowie verschiedene Varianten dieser Strategien untersucht 
werden. Der Einfluss dieser Prozesstechniken auf die Produktivität der transgenen BY-2 
Zelllinie soll hier charakterisiert werden. Des Weiteren werden die positiven Resultate der in 
Schüttelkolben durchgeführten Medienoptimierung in den größeren Maßstab übertragen. Zur 
Aufreinigung des extrazellulär vorliegenden HSA sollen hier verschiedene Methoden 
untersucht werden. Besonders der Einsatz der Kationenaustauschchromatographie wird hier 
verfolgt. Außerdem soll in dieser Arbeit ein Protokoll zur Kryokonservierung der transgenen 
BY-2 Zellkultur entwickelt werden. Durch diese Möglichkeit der Langzeitlagerung kann die 
genetische Instabilität der transgenen PZK umgangen und somit die Reproduzierbarkeit 
industrieller Prozesse gewährleistet werden. Hierfür werden verschiedene osmotisch 
wirksame Substanzen in unterschiedlichen Konzentrationen, verschiedene Kryoprotektoren 
und unterschiedliche Einfriermethoden untersucht.  
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Abb. 4 Übersichtsschema zur Verdeutlichung der vorliegenden Arbeit. 
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II Material und Methoden 
II.1 Material 
II.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Zur Herstellung von Medien, Puffern und Lösungen wurden Chemikalien folgender Firmen 
verwendet: BioRad (München), Duchefa (Haarlem, Niederlande), ICN Biochemicals 
(Eschwege), Kodak (Stuttgart), Merck Eurolabs (Lohmar), Pharmacia (Freiburg), Roche 
Diagnostics (Mannheim), r-biopharm (Darmstadt), Roth GmbH (Karlsruhe), Serva 
(Heidelberg), Sigma-Aldrich Chemie (Heidelberg), Invitrogen (Leek, Niederlande). Die 
Verbrauchsmaterialien, die zur Durchführung dieser Arbeit benutzt wurden, wurden von 
folgenden Firmen bezogen: Biozym (Hess, Oldendorf), Eppendorf (Hamburg), Greiner Bio-
One (Solingen), Hewlett-Packard (München), Kodak (Stuttgart), Millipore (Eschborn), 
Schott-Glaswerke (Mainz), Whatman (Maidstone, England), Zeiss (Oberkochem). 
II.1.2 Medien 
Zur Kultivierung der BY-2 Zellkulturen wurde das von Murashige und Skoog (Murashige and 
Skoog, 1962) entwickelte MS Medium (Murashige und Skoog, Duchefa) und das von 
Gamborg (Gamborg et al., 1968) beschriebene Gamborg’s B5 Medium (Duchefa) eingesetzt. 
Die Zusammensetzung der Medien ist in Tab. 3 und Tab. 4 dargelegt. Die einzelnen Medien-
komponenten wurden in deionisiertem Wasser gelöst und der pH-Wert der Lösung mit 
Natronlauge (NaOH) auf 5,8 eingestellt. Das Medium wurde bei 121 °C für 20 Minuten 
sterilisiert. BY-2 Kalli wurden auf Festmedium (MS Medium mit, 8 g·L-1 Agar) kultiviert.  
Tab. 3 Zusammensetzung des MS Mediums.  
Komponente Konzentration 
MS Basalsalz 4,3 g·L-1 
Sucrose 30 g·L-1 
KH2PO4 200 mg·L-1 
Thiamin-HCl 1 mg·L-1 
Myo-Inositol 100 mg·L-1 
2,4-D 0,2 mg·L-1 
Agar (optional) 8 g·L-1 
Die einzelnen Komponenten wurden kombiniert und in entionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert wurde auf 
5,8 eingestellt. Das Medium wurde bei 121 °C für 20 min sterilisiert. Nach dem Abkühlen des Mediums auf 
60 °C wurde gegebenenfalls Kanamycin hinzugeführt. 
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Tab. 4 Zusammensetzung des Gamborg’s B5 Mediums.  
Komponente Konzentration 
Gamborg’s B5 Basalsalz 3,2 g·L-1 
Sucrose 30 g·L-1 
2,4-D 0,2 mg·L-1 
Die einzelnen Komponenten wurden kombiniert und in entionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert wurde auf 
5,8 eingestellt. Das Medium wurde bei 121 °C für 20 min sterilisiert. Nach dem Abkühlen des Mediums auf 
60 °C wurde gegebenenfalls Kanamycin hinzugeführt. 
Zur Kultivierung von Escherichia coli wurde das LB-Medium (Tab. 5) eingesetzt. Die An-
zucht von Agrobacterium tumefaciens erfolgte in YEB-Medium (Tab. 6). 
Tab. 5 Zusammensetzung des LB-Mediums.  
Komponente Konzentration 
Hefeextrakt 10 g·L-1 
Trypton 1 g·L-1 
NaCl 10 g·L-1 
Agar (optional) 15 g·L-1 
Die Medienkomponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst, der pH Wert wurde auf 7,4 eingestellt und bei 
121 °C 20 min autoklaviert. Nachdem die Lösung auf 60 °C abgekühlt war, wurde gegebenenfalls Antibiotikum 
hinzugeführt. 
Tab. 6 Zusammensetzung des YEB-Mediums.  
Komponente Konzentration 
Fleischextrakt 5 g·L-1 
Hefeextrakt 1 g·L-1 
Trypton 1 g·L-1 
Saccharose 5 g·L-1 
Die Medienkomponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst, der pH Wert auf 7,4 eingestellt und das 
Medium bei 121 °C 20 min autoklaviert. Nachdem die Lösung auf 60 °C abgekühlt war, wurde MgSO4 in einer 
finalen Molarität von 2 mM und gegebenenfalls Antibiotikum hinzugeführt. 
II.1.3 Enzyme und Reaktionskits 
Die verwendeten Enzyme wurden von den Firmen New England Biolabs und MBI Fermentas 
(St. Leon-Rot) bezogen und wurden nach Herstellerangaben eingesetzt. Folgende 
Reaktionskits der Firma Qiagen (Hilden) wurden verwendet: 
• „QIAquick Gelextraction Kit“ 
• „QIAprep Spin Miniprep Kit” 
• „QIAquick PCR-Purification Kit” 
Des Weiteren wurde ein D-Fructose, D-Glucose und Saccharose Bestimmungskit von 
Boehringer Manheim (r-biopharm, Darmstadt) eingesetzt. 
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II.1.4 Verwendete Antikörper 
Zum Nachweis der rekombinanten Immuntoxine im Western-Blot (II.7.2) und ELISA (II.7.3) 
wurden folgende Antikörper (Ak) verwendet: 
• Ziege-anti-HSA Ak (NatuTec, Frankfurt; G-α-HSA) 
• Kaninchen-anti-Ziege Ak, konjugiert mit alkalischer Phosphatase (Dianova, Hamburg; 
R-α-GAP) 
• Kaninchen-anti-HSA Ak, konjugiert mit Peroxidase (Rockland, Gilbertsville, PA; R –
 α – HSAPer) 
II.1.5 Bakterienstämme 
Als Empfänger für rekombinante DNA und zur Vermehrung und Isolierung von Plasmiden 
wurden folgende Bakterienstämme verwendet: 
• Escherichia coli (E. coli) DH5α  
• Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens) Stamm GV3101 (Helferplasmid 
pMP90RK mit den Resistenzgenen für Gentamycin und Kanamycin) 
II.1.6 Pflanzenzellkulturen 
Für diese Arbeit wurden transgene Nicotiana tabacum (N. tabacum) L. cv BY-2 Zellkulturen 
hergestellt (II.2). Der konstruierte Pflanzenexpressionsvektor pTRAkc-HSA-KS, welcher das 
für das humane Serumalbumin (HSA) codierende Fremdgen enthielt, wurde durch 
Koinkubation mit transformierten A. tumefaciens in das Genom der BY-2 Zellen integriert. 
Die Expression des HSA unterlag der Kontrolle des CaMV 35SS Promotors. Eine Signal-
Peptid-Sequenz (LPL) gewährleistete die Sekretion des rekombinanten HSA in den 
Apoplasten. Die Suspensionskulturen wurden aus Kallus hergestellt, indem Kallusmaterial in 
kanamycinhaltiges MS Medium (Tab. 3) überführt wurde. Wöchentlich wurde frisches 
Medium hinzugeführt, so dass nach ca. 4 Wochen die fertige Suspensionskultur vorlag. Diese 
wurde dann unter den in II.3.1 dargestellten Bedingungen kultiviert. Zur Erhaltung wurde sie 
wöchentlich in frisches MS Medium (II.1.2) mit einem Inokulationsvolumen von 2,5 % (v/v) 
umgesetzt.  
II.1.7 Plasmidvektoren 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Konstrukt basierend auf dem Vektor pTRAkc hergestellt. 
Der Vektor pTRAkc stellt ein Derivat von pPAM dar (GenBank, AY027531: 
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www.ncbi.nlm.nih.gov). Die Unterschiede zu pPAM sind bereits beschrieben worden (Raven, 
2004). 
II.1.8 Synthetische Oligonukleotide 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide (Primer) wurden von MWG-Biotech 
synthetisiert. Zur Lagerung wurde eine 100 pmol wässrige Lösung bei -20°C aufbewahrt, aus 
der die jeweilige Arbeitskonzentration von 10 pmol hergestellt wurde. Die Primer kamen in 
PCR-Reaktionen bzw. zur DNA-Sequenzierung zum Einsatz. 
Tab. 7 Auflistung der Primer, die zur Erstellung und zur Sequenzierung des Konstuktes benötigt wurden. 
Primer Name Sequenz 
1 LPH 3’-HSA 5’-CTCTTTCTCCTCTCAGGAACTGCAGGTGTTCACTCC-3’ 
2 HSA-SOE1 5’-CAAGACATACGAAACCACACTAGAGAAGTG-3’ 
3 HSA seq forw. 1 5’-CGCCAGTAAGTGACAGAGTC-3’ 
4 SOE-HSA-backw. 5’-CGGGGCATAAAAGTAAGGATGTCTTCTGGC-3’ 
5 HSA SOE2 backw. 5’-CACTTCTCTAGTGTGGTTTCGTATGTCTTG-3’ 
6 HSA seq backw. 2 5’-GTCTTCTGCACAGGGCATTC-3’ 
7 HSA 3’ w/o 5’-TGATGCAAGCTTCTAGATTTATAAGCCTAAGGCAGC-3’ 
8 KS2 backw. 5’-CAC TCT TGT GTG CAT CTC TCC TAG AGA TGA TAA CTG AGG C-3’ 
9 KS1 forw. 5’-CAG TTA TCA TCT CTA GGA GAG ATG CAC ACA AGA GTG AGG T-3’
10 KS3’ backw. 5’-ATT ATC TCG AGC TAT AAG CCT AAG GCA GCT TGA-3’ 
11 Universe 5’-GTTGTAAAACGACGGCCAGT-3’ 
12 pS’3 5’-CACACATTATTCTGGAGAAA-3’ 
 
22                                                                                                             Material und Methoden 
 
II.1.9 Verwendete Puffer 
10x PBS (pH 7,4) 1370 mM NaCl 
27 mM KCl 
81 mM Na2HPO4 
15 mM KH2PO4  
PBS-T (pH 7,4) 1x PBS 
0,05 % (w/v) Tween 20 
TPS (pH 8,0) 50 mM Tris-HCl  
138 mM NaCl  
2.7 mM KCl  
TBS-T (pH 8,0) 1x TBS 
0,05 % (w/v) Tween 20 
10x TBE-Elektrophoresepuffer (pH 8,3) 900 mM Tris 
900 mM Borsäure 
25 mM EDTA Dinatriumsalz 
5x SDS-PAA-Laufpuffer 
 
125 mM Tris-HCl  
960 mM Glycin  
0,5% (w/v)SDS  
5x SDS-Probenpuffer 
 
62,5 mM Tris-HCl 
30 % (v/v) Glycerin 
4 % (w/v) SDS 
10 % (v/v) Bromphenolblau 
0,5 % (v/v) ß-Mercaptoethanol 
Extraktionspuffer 200 mM Tris-HCl 
5 mm EDTA 
10 % (v/v) Tween 80 
5 mM ß-Mercaptoethanol 
“Blotting”-Puffer 25 mM Tris-HCl 
192 mM Glycin 
20 % (v/v) Methanol 
AP-Puffer (pH 9,6) 100 mM Tris-HCl 
100 mM NaCl 
5 mM KCl 
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II.1.10 Geräte 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Geräte verwendet: 
Elektroblotting Apparaturen und Zubehör  
Mini Protean II Tankblot Einheit (BioRad, München) 
Xcell SureLockTM Mini-Cell (Invitrogen; Leek, Niederlande) 
Fermenter 
autoklavierbare Glasreaktoren (5-7 L) und Zubehör (Applikon, Schiedam, Niederlande) 
Gelelektrophorese-Apparaturen 
 Zubehör und Stromversorgung (BioRad, München) 
 Invitrogen (Leek, Niederlande) 
Magnetrührer  
 RCT basic (IKA Labortechnik, Staufen)  
PCR-Thermocycler 
 Primus 25 und Primus 96 (MWG-Biotech, Ebersberg) 
pH-Meter 
 Microprocessor HI 9321 (Hanna Instruments, Kehl am Rhein) 
Photometer 
Cary 50Conc UV-Visible Spectrophotometer, Uvikon 930 (Varian, Middelburg, Niederlande) 
 Eppendorf BioPhotometer (Eppendorf, Hamburg) 
Pumpen 
 Masterflex® L/S® (Cole-Parmer Instrument Company, Illinois, USA) 
Scanner 
 Arcus II (AGFA, Köln) 
Schüttler, Inkubatoren 
 InnovaTM4430 Inkubationsschüttler (New Brunswick Scientific, Nürtingen) 
Sterilbank 
 SterilGARD Class II Type A/B5 (Labotect, Göttingen) 
Thermoblock 
 Grant QBT (CLF analytische Laborgeräte GmbH, Emersacker) 
Ultraschallsonde 
 „Labsonic U“ (B. Braun Biotech, Melsungen) 
 Bandelin Sonoplus Ultraschallsonde UW2070 (Bandelin Electronic, Berlin) 
Waagen 
 BP1215 (Sartorius, Göttingen) 
 BL6100 (Sartorius, Göttingen) 
Wärmeschränke 
 Funktion Line (Kendro/Heraeus, Hanau) 
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Zentrifugen, Rotoren 
AvantiTV und Microfuge®R Centrifuge (Beckmann Coulter GmbH, Unterschleißheim) 
RC5Bplus (Sorvall®, Bad Homburg) 
Laborzentrifuge 4-10 (B. Braun, Melsungen) 
Varifuge 3.OR und Biofuge pico (Kendro/Heraeus, Hanau) 
PicofugeTM (Stratagene, Heidelberg)  
II.1.11 Genehmigung der durchgeführten Arbeit 
Die durchgeführten Arbeiten der Sicherheitsstufe S1 wurden durch das Landesumweltamt 
NRW unter der Registrierungsbescheid Nr.: 04/1/0866/88 genehmigt.  
II.2 Molekularbiologische Methoden 
Für diese Arbeit wurden genetisch modifizierte N. tabacum L. cv BY-2 Zellkulturen 
hergestellt. Das für das humane Serumalbumin in pTRAkc klonierte Fremdgen wurde durch 
A. tumefaciens in das Genom der BY-2 Zellen integriert. Die Expression des HSA unterlag 
der Kontrolle des CaMV35SS Promotors (Becker, 1990; Kay et al., 1987; Töpfer et al., 1988). 
Zur Erhöhung der Transkriptionseffizienz und RNA-Stabilität wurde den kodierenden 
Sequenzen die 5'-untranslatierte Region der Chalkonsynthase (CHS) (Reimold et al., 1983) 
vorgeschaltet. Als Terminations- und Polyadenylierungssequenz wurde die 3'-untranslatierte 
Region des CaMV (pA35S) am 3'-Ende angefügt. Durch eine Signal-Peptid-Sequenz (LPL) 
wurde gewährleistet, dass das gewünschte Protein in den Apoplasten sekretiert wurde. Die 
hier eingesetzten Methoden werden in II.2.1bis II.2.10 beschrieben. 
II.2.1 Sequenzierung 
Die Sequenzierungen erfolgten mit dem ABI Prism 3700 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) und dem „BigDye Terminators Cycle Sequencing Kit“ (Applied Biosystems). 
II.2.1.1 Sequenzierung des vorhandenen Ausgangsmaterials 
Die vorliegenden rekombinanten E. coli Kulturen (freundlicherweise von Dr. M. Mavituna, 
Institut für Biologie VII, RWTH Aachen zur Verfügung gestellt) wurden unter den 
herkömmlichen Methoden im 7 mL Maßstab kultiviert (II.2.7.1). Die Isolierung der DNA aus 
dem Bakterienpellet wurde mit Hilfe eines „QIAprep Spin Miniprep Kit” (Qiagen) nach 
Herstellerangaben durchgeführt. Mittels Agarosegelelektrophorese (AGE) (II.2.6) und 
photometrischer Bestimmung (II.2.5) wurde die Konzentration der isolierten DNA ermittelt. 
Die für die Sequenzierung eingesetzten Primer sind in Tab. 7 aufgelistet. Pro kB Vektorgröße 
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wurden 150 ng DNA kombiniert mit je 20 pmol Primer (Tab. 7) für die Sequenzierung 
eingesetzt.  
II.2.1.2 Sequenzierung des hergestellten pTRAkc-HSA-apo-Konstruktes 
Der im Rahmen dieser Arbeit konstruierte Pflanzenexpressionsvektor pTRAkc-HSA-KS 
wurde zur Überprüfung sequenziert. Eingesetzt wurden hier die Primer 12, Primer 5 und 
Primer 6 (Tab. 7). Die Konzentrationen von DNA und Primer wurden wie in II.2.1.1 
angegeben gewählt. 
II.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
II.2.2.1 Amplifikation, und Modifikation des Ausgangsmaterials 
Die PCR (Saki et al., 1985) wurde zur Amplifikation und Modifikation der Ausgangs-DNA 
genutzt. Eine Kontrollsequenzierung des Ausgangsmaterials wurde durchgeführt (II.2.1.1). 
Die DNA wurde wie in II.2.1.1 beschrieben aus rekombinanten E. coli isoliert. Hier wurde 
sowohl die Signal-Peptid-Sequenz (LPL) als auch HSA-Sequenz separat voneinander 
amplifiziert. Die vorliegende HSA-Sequenz basierte auf der von Dugaiczyk et al. (Dugaiczyk 
et al., 1982) (GenBank, V00494: www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) beschriebenen. Die Primer 
wurden entsprechend hergestellt (MWG, Tab. 7). Für die Synthese der LPL Sequenz wurden 
die Primer 11 und 8 gewählt. Die Synthese der HSA-Sequenz erfolgte unter Einsatz der 
Primer 9 und 10. Die PCR-Ansätze wurden wie in Tab. 8 dargestellt bestückt. Die PCR 
wurden im PCR-Thermocycler Primus 25 und Primus 96 (MWG-Biotech) durchgeführt. Das 
Reaktionsschema kann aus Tab. 9 entnommen werden.  
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Tab. 8 Bestückung der PCR-Ansätze. Angegeben sind die Endkonzentrationen bezogen auf ein finales 
Arbeitsvolumen von 100 µL. 
Komponente Endkonzentration 
Taq DNA-Polymerase-Puffer 10 % (v/v) 
MgCl2 2 mM 
dNTP Mix 0,2 mM 
Taq DNA-Polymerase 5 U  
Primer “forward” (3’) 1 µM 
Primer “backward” (5’) 1 µM 
DNA-Matrize 1-10 ng 
Reinstwasser ad 100 µL 
Tab. 9 PCR-Programm. Das Reaktionsschema wurde in 35 Zyklen durchgeführt. 
Schritt Temperatur Dauer 
Denaturierung 94 °C 2 min 
Denaturierung 94 °C 30 sec 
Primeranlagerung 53 °C 30 sec 
Primerverlängerung 72 °C 2 min 
Auffüllreaktion 72 °C 5 min 
 
Die PCR-Produkte wurden nach Ablauf der PCR mittels AGE (II.2.6) aufgetrennt. Sowohl 
das HSA- als auch das LPL-Produkt wurden aus dem Gel isoliert und durch das QIAquick 
Gel Extraction Kit“ (Qiagen) aufgereinigt. Die aufgereinigten Produkte wurden erneut via 
AGE identifiziert. Die Konzentration wurde photometrisch ermittelt (II.2.5). Die auf-
gereinigten PCR-Produkte wurden bei –20 °C gelagert.  
II.2.2.2 Herstellung und Amplifikations des LPL-HSA-Fragmentes 
Zur Herstellung und Amplifikation des LPL-HSA-Produktes wurde die SOE-PCR („short 
overlapping ends“) eingesetzt. In einer SOE-PCR wird ein Produkt aus zwei Fragmenten 
hergestellt. Der Überlappungsbereich der Fragmente ist durch die verwendeten Primer 
gegeben. Die in II.2.2.1 amplifizierten und gereinigten HSA- und LPL-PCR-Produkte wurden 
hier eingesetzt. Die PCR-Ansätze sowie das Reaktionsschema wurden wie in Tab. 8 und Tab. 
9 beschrieben bestückt bzw. durchgeführt. Die Endkonzentrationen wurden trotz der 
doppelten Menge an DNA-Template beibehalten. Als Primer wurden hier P1 und P4 
verwendet (Tab. 7). Das PCR-Produkt wurde mittels AGE aufgetrennt und identifiziert 
(II.2.6). Mit Hilfe des „QIAquick PCR Purification Kit“ (Qiagen) wurde das LPL-HSA-
Produkt aufgereinigt und erneut via AGE aufgetrennt und identifiziert. Des Weiteren wurde 
35x 
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die Konzentration anhand der Bandenintensität abgeschätzt (II.2.6) und photometrisch 
bestimmt (II.2.5). Das Produkt wurde bei –20 °C gelagert. 
II.2.3 Restriktionsverdau des LPL-HSA-Fragmentes und des Vektors pTRAkc 
Der Restriktionsverdau von DNA wurde nach den Herstellerangaben durchgeführt. Das 
Bestückungsschema der einzelnen Ansätze ist in Tab. 10 angegeben. Eingesetzt wurde hier 
das in II.2.2.2 amplifizierte und gereinigte LPL-HSA-Produkt sowie der Vektor pTRAkc. Die 
beiden Konstrukte wurden hier mit den gleichen Restriktionsenzymen (EcoRI und XhoI) 
behandelt, so dass sie im Anschluss zu einem pTRAkc-LPL-HSA-KS-Konstrukt vereinigt 
werden konnten (II.2.4). Der Restriktionsverdau wurde für 1 h bei 37 °C durchgeführt. 
Unmittelbar nach dem Verdau wurde der pTRAkc mit dem Enzym „Calf intestine Alkaline 
Phosphatase“ (CIP) in einer finalen Konzentration von 10 U inkubiert (37 °C, 10 min, 
Abbruch der Reaktion durch kurzzeitiges Erhitzen). Dieses Enzym bindet an die freien 3’OH-
Gruppen der nun vorliegenden Enden des Vektors, so dass eine Rückbindung der freien 
Enden nicht möglich ist. 
Tab. 10 Bestückungsschema der Restriktionsverdauansätze. 
Komponenten pTRAkc LPL-HSA 
Y+Tango-Puffer (10-fach) 10 µL 10 µL 
DNA 3,4 µg 1,9 µg 
EcoRI 10 U 10 U 
XhoI 10 U 10 U 
Reinstwasser ad 50 µL ad 50 µL 
 
Die verdauten Fragmente wurden mittels AGE aufgetrennt, identifiziert, isoliert und gereinigt 
(II.2.6). Die Konzentrationsabschätzung erfolgte wie in II.2.5 beschrieben.  
II.2.4 Ligation des LPL-HSA-Fragmentes und des Vektors pTRAkc 
Mit Hilfe des Quick T4 DNA Ligase Kits (NEB) wurden die in II.2.3 restringierten DNA-
Fragmente nach Herstellerangaben ligiert. Das hier entstandene Ligationsprodukt wird im 
weiteren Verlauf der Arbeit als pTRAkc-HSA-KS bezeichnet. 
II.2.5 Reinigung von PCR-Produkten und Konzentrationsbestimmung der DNA 
Zur Reinigung der PCR-Produkte, die in II.2.2 hergestellt wurden, wurde das „QIAquick PCR 
Purification Kit“ (Qiagen) nach Herstellerangaben eingesetzt. Die Konzentrationsbestimmung 
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der PCR-Produkte erfolgte durch die photometrische Messung (260 nm) der Probe. Ein 
Extinktionswert von 1 entspricht 50 µg·mL-1 doppelsträngiger DNA. Die Reinheit der Probe 
wurde ebenfalls photometrisch bestimmt: der Extinktionskoeffizient 260 nm/280 nm liegt bei 
sauberer DNA zwischen 1,8 und 1,9.  
II.2.6 Agarosegelelektrophorese 
Die Agarosegelelektrophorese (AGE) wurde in 0,8-2,0 % (w/v) Agarosegelen zur 
Auftrennung und Identifizierung und Konzentrationsabschätzung von DNA-Fragmenten nach 
der PCR-Amplifikation (II.2.2) und nach Restriktionen (II.2.3) eingesetzt. Die Präparation der 
Gele sowie die Durchführung der AGE erfolgte nach Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989). 
Als Größen- und Konzentrationsmarker wurden 500 ng λ-PstI-Marker (λ-Phagen-DNA, 
verdaut mit PstI) oder 500 ng der 1kB „DNA-ladder“ von Invitrogen aufgetragen. Als 
Laufpuffer wurde hier 1x TBE-Puffer (II.1.9) mit 0,1 µg·mL-1 Ethidiumbromid verwendet. 
Die fertigen Gele wurden im Photodokumentationssystem (Herolab) bei 302 nm gemessen. 
Bei einer präparativen AGE wurden die DNA-Fragmente unter Verwendung eines Skalpells 
aus dem Agarosegel isoliert und durch das QIAquick Gel Extraction Kit“ (Qiagen) nach 
Herstellerangaben gereinigt. 
II.2.7 Bakterienkulturen 
II.2.7.1 Allgemeine Kultivierungsbedingungen von E. coli 
Zur Kultivierung der E. coli DH5α Zellen in Schüttelkolben wurde LB-Medium (Tab. 5) 
verwendet. Die Anzucht und Selektion rekombinanter Bakterien erfolgte unter Zugabe von 
Ampicillin (Amp) (100 µg·mL-1) in Flüssig- bzw. Festmedium (LB-Amp-Agarplatten). Die 
Inkubation erfolgte bei 37°C in einem InnovaTM4430 Schüttler mit einer Schüttelfrequenz von 
180-225 rpm. Zur Langzeitlagerung wurden Kryokulturen rekombinanter E. coli angelegt. 
Hierfür wurden die Bakterien einer LB-Amp-Flüssigkultur mit einer Volumeneinheit 40 % 
sterilen Glycerins versehen und bei –80 °C gelagert. 
II.2.7.2 Herstellung Hitzeschock-kompetenter E. coli 
Hitzeschock-kompetente E. coli wurden durch Behandlung mit Rubidiumchlorid (RbCl) 
hergestellt. Hierfür wurde eine 100 mL Kultur unter den herkömmlichen Bedingungen 
(II.2.7.1) inkubiert, bis die OD600 bei 0,5 bis 0,8 lag. Die Bakterien wurden auf Eis gelagert 
(10 min), zentrifugiert (4.000 g/15 min/4 °C), das Pellet schließlich in TfB-I (Tab. 11) 
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resuspendiert (30 mL, gekühlt) und für 10 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde die 
Resuspension zentrifugiert (4.000 g/15 min/4 °C) und das Bakterienpellet in 4 mL gekühltem 
TfB-II (Tab. 12) aufgenommen. Die nun kompetenten Bakterien wurden aliquotiert (100 µL), 
in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei –80 °C gelagert. 
Tab. 11 Zusammensetzung von TfB-I. 
Komponenten  Konzentration 
RbCl 100 mM 
MnCl2 50 mM 
K-acetat 30 mM 
CaCl2 10 mM 
Glycerin 15 % (v/v) 
Die einzelnen Komponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert wurde mit Essigsäure 
(verdünnt) auf 5,8 eingestellt. Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. 
Tab. 12 Zusammensetzung von TfB-II.  
Komponenten  Konzentration 
RbCl 10 mM 
MOPS 10 mM 
CaCl2 75 mM 
Glycerin 15 % (v/v) 
Die einzelnen Komponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst. Der pH-Wert wurde mit NaOH (1 M) auf 
6,8 eingestellt. Die Lösung wurde sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. 
II.2.7.3 Allgemeine Kultivierungsbedingungen von A. tumefaciens 
A. tumefaciens wurde in YEB-Medium (Tab. 6), bei 28 °C mit einer Schüttelfrequenz von 
189 rpm (InnovaTM4430 Schüttler) für 20 –26 h kultiviert. Das Medium enthielt die 
Antibiotika Rifampicin (Rif, 25 mg·L-1) und Kanamycin (Kan, 25 mg· L - 1). Die Selektion 
rekombinanter Bakterien erfolgte durch Carbenicillin (Carb, 50 mg · L - 1). Zur 
Langzeitlagerung wurden Kryokulturen von A. tumefaciens angelegt: 2 Tage alte Kulturen 
wurden zentrifugiert (4.000 g/15 min/4 °C), das Pellet in 1/20 Volumen YEB-Medium 
resuspendiert und die Resuspension schließlich mit 1 Volumen GSM (Tab. 13) versetzt. Die 
Kryokulturen wurden bei –80 °C gelagert. 
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Tab. 13 Zusammensetzung von GSM.  
Komponenten  Konzentration 
Tris-HCl (pH 7,4) 50 mM 
MgSO4 200 mM 
Glycerin 50 % (v/v) 
Die Komponenten wurden in entionisiertem Wasser gelöst, der pH-Wert auf 7,4 eingestellt und die Lösung 
sterilfiltriert. 
II.2.7.4 Herstellung Hitzeschock-kompetenter A. tumefaciens 
A. tumefaciens wurde unter den herkömmlichen Bedingungen (II.2.7.3) im 100 mL Maßstab 
bis zu einer OD600nm von 1,2 kultiviert. Die Bakterien wurden gekühlt (auf Eis, 10 min), 
zentrifugiert (3.500 g/5 min/4 °C), in Reinstwasser (eiskalt, steril) resuspendiert und erneut 
zentrifugiert (3.500 g/5 min/4 °C). Das Bakterienpellet wurde mit 500 µL Glycerin [10 % 
(v/v), eiskalt, steril] versetzt, aliquotiert (45 µL), in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 
bei –80 °C gelagert. 
II.2.8 Transformation von E. coli 
Zur Amplifikation des pTRAkc-HSA-apo wurden kompetente E. coli (II.2.7.2) mit dem 
Ligationsprodukt transformiert (II.2.4). Hierfür wurden 5 µL des Ligationsproduktes mit 
50 µL der auf Eis aufgetauten kompetenten Bakterien kombiniert, vorsichtig vermischt und 
30 min auf Eis, 2 min bei 42 °C und im Anschluss daran erneut für 5 min auf Eis inkubiert. 
Die transformierten Bakterien wurden mit 950 µL LB-Medium versehen, für 30 min bei 
37 °C inkubiert und schließlich auf Festmedium (LB-Amp-Agarplatten) ausplattiert. Die 
Inkubation erfolgte bei 37 °C über Nacht. Standardmäßig wurden 6 Bakterienkolonien isoliert 
und im 7 mL Maßstab wie in II.2.7.1 beschrieben üN kultiviert. Die Bakterien wurden 
geerntet, zentrifugiert (4.000·g/15 min/4 °C) und das Pellet zur Plasmid-DNA-Isolierung 
(„QIAprep Spin Miniprep Kit”) eingesetzt. Die Transformation wurde mittels AGE und 
Sequenzierung überprüft. Hierfür wurde die isolierte DNA in zwei verschiedenen Ansätzen 
mit den Enzymen EcoRI und XhoI, sowie EcoRI und NcoI restringiert (II.2.3). Die 
Restriktionsprodukte wurden via AGE (II.2.6) aufgetrennt und identifiziert. Im Anschluss 
daran wurde pTRAkc-HSA-KS sequenziert (II.2.1.2).  
II.2.9 Transformation von A. tumefaciens 
Durch die A. tumefaciens vermittelte Transformation sollte nun das pTRAkc-HSA-apo-
Konstrukt in das Genom der Nicotiana tabacum L. cv BY-2 Suspensionskultur eingebracht 
werden. 50 µL kompetente A. tumefaciens GV3101 (0) wurden mit 550 ng DNA [pTRAkc-
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HSA, (II.2.4)] vermischt und 3 min auf Eis inkubiert. Die Elektroporation wurde unter 
Verwendung des „GenePulser“ und der „Pulse Controller Unit“ bei 200 Ω, 2,5 V und 25 µF 
durchgeführt. Anschließend wurden die transformierten Bakterien mit 1 mL YEB-Medium 
(Tab. 6) versetzt und für 1 h bei 28 °C inkubiert. Die Bakterienkultur wurde auf Festmedium 
(YEB-Carb-Rif-Kan-Agarplatten, II.2.7.3) ausplattiert und für 3 Tage bei 28 °C inkubiert. Zur 
Transformationskontrolle wurde eine PCR (II.2.2) durchgeführt. Als DNA-Matrizen wurden 
hier 6 Kolonien eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden mittels AGE (II.2.6) identifiziert. 5 
Klone wurden analysiert und einer von diesen für die Transformation der BY-2 Zellkultur 
eingesetzt. Positive Klone wurden in 2 mL YEB-Carb-Rif-Kan-Medium aufgenommen, 
3 Tage bei 28 °C inkubiert und für die Transformation der BY-2 Zellen eingesetzt. Des 
Weiteren wurden zur Langzeitlagerung, wie in II.2.7.3 beschrieben, Kryokulturen angelegt. 
II.2.10 Stabile Transformation von BY-2 Suspensionskulturen 
Die stabile Transformation von BY-2 Suspensionskulturen erfolgt via Koinkubation mit 
transformierten Agrobakterien (II.2.9). Die Agrobakterien wurden, wie in II.2.9, beschrieben 
kultiviert und mit 3 mL BY-2-Suspension versetzt. Die finale Bakteriendichte betrug OD 0,05 
bei 600 nm. Der Transformationsansatz wurde mit Acetosyringon (200 mM) versetzt und bei 
24 °C im Dunkeln für 3 Tage inkubiert. 1 mL MS Medium (Tab. 3) mit Cefatoxin (Cef, 
100 mg ·L-1) wurde hinzugegeben und je nach BY-2 Dichte 500 –1000 µL der Mischung auf 
Festmedium (MS-Cef-Kan-Medium) ausplattiert. Die Platten wurde mit Parafilm 
verschlossen und bei 26 °C im Dunkeln inkubiert. Nach ungefähr 4 Wochen wurden 45 Kalli 
vereinzelt. Nach weiteren 2 Wochen wurden diese analysiert: 0,5 g Kalli wurden mit 2 VU 
Extraktionspuffer (II.1.9) versetzt, via Ultraschall aufgeschlossen und zentrifugiert (II.3.3). 
Das Zellextrakt wurde dann zur HSA-Analyse via SDS-PAGE (II.7.1) und Western-Blot 
(II.7.2) eingesetzt. Aus den transformierten BY-2 Kalli, welche die höchsten HSA-
Konzentrationen aufwiesen, wurden, wie in II.1.6 beschrieben, Suspensionskulturen 
angefertigt. 
II.3 Allgemeine Kultivierung der Zellkulturen in Schüttelkolben 
II.3.1 Kultivierungsbedingungen 
Zur Kultivierung der BY-2 Zellen in Schüttelkolben wurden i. d. R. 100 mL Erlenmeyer-
kolben mit einem Gesamtkulturvolumen von 25 mL befüllt. Das Inokulationsvolumen betrug 
5 % (v/v). Die Inkubation erfolgte bei 26°C in einem InnovaTM4430 Schüttler mit einer 
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Schüttelfrequenz von 180 rpm. Die Ansätze wurden sieben bis zehn Tage kultiviert. Das 
eingesetzte Medium und die verwendeten Additive zur Produktions-, Sekretions- und 
Stabilitätsförderung im Rahmen der Medienoptimierung (II.5) variierten z. T. in den 
einzelnen Experimenten, worauf im weiteren Verlauf der Arbeit eingegangen wird. Die 
Probenentnahme zur Bestimmung des Frischgewichtes (II.3.2) und des HSA-Gehaltes (II.3.3 
und II.7.1 bis II.7.3) erfolgte in der Regel drei, fünf, sieben und zehn Tage nach Inokulation 
(„days past inoculation“, dpi) der Kultur. Zusätzlich wurde eine Probe direkt nach 
Kultivierungsbeginn entnommen. 
II.3.2 Bestimmung des Frischgewichtes  
Zur Bestimmung des Frischgewichtes wurde 1 mL der PZK in einem Eppendorf 
Reaktionsgefäß zentrifugiert (13000 g/5 min/RT). Der Überstand wurde in ein sauberes 
Reaktionsgefäß überführt und das Pellet gewogen.  
II.3.3 Aufarbeitung der Proben zur Bestimmung des HSA 
Die HSA-Konzentration wurde durch die in II.7.1 und II.7.2 beschriebenen Methoden der 
SDS-PAGE und des Western-Blottings sowie der ELISA (II.7.3) nachgewiesen. Zum 
Nachweis des extrazellulär vorliegenden Albumins wurden von dem in II.3.2 gewonnenen 
Überstand 48 µL in ein sauberes 1,5 mL Eppendorf Reaktionsgefäß überführt und mit 12 µL 
SDS-Probenpuffer (II.1.9) versetzt. Die Substanzen wurden homogenisiert, bei 100 °C fünf 
Minuten gekocht, kurz gekühlt und zentrifugiert (15000g/2min/RT). Zur Bestimmung des 
intrazellulären HSA-Gehaltes wurden die Zellen mittels Ultraschall aufgeschlossen. Das aus 
II.3.2 gewonnene Pellet wurde in einer Volumeneinheit Extraktionspuffer (II.1.9) 
resuspendiert und mittels Ultraschallsonde (60 W/Zykluszeit 0,5 s/1 min) auf Eis 
aufgeschlossen. Im Anschluss daran wurden die Proben zentrifugiert (15000 g/4°C/20 min) 
und 48 µL des Überstandes, wie oben beschrieben, mit SDS-Probenpuffer behandelt.  
II.4 Entwicklung eines Kryokonservierungsprotokolls für die transgenen 
BY-2 Kulturen 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Protokoll zur Kryokonservierung der hier hergestellten 
transgenen BY-2 Kulturen entwickelt werden. Das beschriebene Protokoll ist das Ergebnis 
einer Reihe von Versuchen, welche in dieser Arbeit nicht detailliert dargestellt werden.  
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II.4.1 Vorbereitung der transgenen BY-2 Kulturen 
Als Ausgangsmaterial wurden 3 Tage alte transgene BY-2 Kulturen (II.3.1) gewählt. Im 
Anschluss daran wurde nach Sedimentation der Zellen das zellfreie Medium mit einer sterilen 
Pipette (25 mL, Sarstedt) abgezogen und das gleiche Volumen an osmotischem Medium [MS 
Medium (Tab. 3), versetzt mit 0,6 M Sorbitol] hinzugegeben. Nach einer Kultivierungsdauer 
von weiteren 3 Tagen (II.3.1) wurde die Suspension in vorgewogene sterile Greinerröhrchen 
(2 x 50 mL) überführt und nach Sedimentation der Zellen das osmotische Medium, wie oben 
beschrieben, entfernt. Nachdem das Frischgewicht der Zellen bestimmt wurde, wurden diese 
mit der gleichen Menge des vorgekühlten  Kryoprotektors DGS (Tab. 14) versetzt (z. B.: 5 g 
Zellen, 5 mL DGS). Die Zell-DGS-Mischung wurde in sterile Bechergläser überführt und 
unter sterilen Bedingungen auf einem Schüttler (Polymax 1040) für 45 Minuten auf Eis 
inkubiert. Im Anschluss daran wurden je 1,5 mL der Zell-DGS-Suspension in die Kryogefäße 
(Roth, Kat.-Nr.: E309.1) überführt. Unmittelbar nach Verschließen der Kryogefäße wurden 
diese auf Eis gelagert. Die gesamte Inkubationszeit der Zellen in DGS auf Eis darf eine Dauer 
von 1 h nicht überschreiten. 
Tab. 14 Zusammensetzung des Kryoprotektors DGS.  
Komponenten Molarität 
DMSO  1 M 
Glycerin 2 M 
Saccharose 2 M 
Glycerin und Saccharose werden in dest. Wasser gelöst. Die Mischung wird sterilfiltriert (0,22 µm). Unmittelbar 
vor Gebrauch wird DMSO (steril, Sigma) hinzugegeben. 
II.4.2 Kryokonservierungsmethode 
Im Verlauf der Arbeit stand ein „Automatisches System zur Gefriersubstitution“ (Reichert 
AFS) zur Verfügung. Dieses Gerät ermöglicht es, definierte Kühlraten von bis zu 0,2 K·min-1 
einzustellen. Es dient in der Regel der Vorbereitung von Präparaten zur elektronenmikrosko-
pischen Untersuchung, eignet sich aber gleichermaßen für die Kryokonservierung. Die nach 
II.4.1 vorbereiteten Kulturen wurden in das auf 0 °C vorgekühlte programmierbare Kühlgerät 
überführt und mit einer Kühlrate von 0,25 K·min-1 auf –35°C gekühlt. Dort wurden sie für ca. 
20 min inkubiert und anschließend sofort in Flüssigstickstoff überführt. Die Lagerung erfolgte 
in einem Flüssigstickstofftank (–196 °C).  
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II.4.3 Auftauen der Kryokulturen und Regeneration zu Suspensionskulturen 
Die Kryokulturen wurden in einem vorgeheizten Wasserbad (37 °C-40 °C) aufgetaut, bis 
noch ein kleines Eispellet vorhanden war. Unmittelbar danach wurde der gesamte Inhalt der 
Kryogefäße auf Festmedium (Tab. 3) ausplattiert. Um die bei höheren Temperaturen 
vorliegende toxische Wirkung des Kryoprotektors DMSO auf PZK zu vermeiden, wurde zur 
Anzucht steriles, doppellagiges Filterpapier (Whatman Nr. 5, VWR) zwischen Festmedium 
und Zellen gelegt. Nach 2 und 12 h Inkubation der Platten unter den generellen Kultivierungs-
bedingungen (II.3.1) wurde das Zellen tragende, oberste Filterpapier auf frisches Festmedium 
übertragen. Wie in einigen Publikationen beschrieben, kann die Vitalität der Zellen nach einer 
Kryokonservierung gefördert werden, indem ammoniumfreies Medium zur Kultivierung 
verwendet wird (Kuriyama et al., 1989; Lynch et al., 1994). Neben den MS Agarplatten 
wurden MS Platten ohne Ammoniumquelle eingesetzt. Aus dem gebildeten Kallusgewebe 
wurden Suspensionskulturen angefertigt (II.1.6). Nach mehreren Subkultivierungen wurden 
diese 2 Monate später zur weiteren Untersuchung in Bioreaktoren (II.4) eingesetzt. 
II.5 Medienoptimierung 
Im Rahmen der Medienoptimierung wurde untersucht, welchen Einfluss die Variation der 
Konzentration unterschiedlicher Mediumkomponenten, die Zugabe verschiedener Vitamine 
und Hormone sowie die Zugabe bekannter Proteinstabilisatoren auf die Produktion, Sekretion 
und Stabilität des HSA ausüben. Als Basismedium diente das MS Medium (Tab. 3).  
II.5.1 Variation einer Medienkomponente  
Die Medienoptimierung wurde unterteilt in die Konzentrationsvariation einiger 
Makroelemente des Nährmediums (Saccharose, Phosphat, Stickstoff), den Einfluss 
verschiedener Hormone und Vitamine (2,4-D, Thiamin-HCl) und die Wirkung verschiedener 
Proteinstabilisatoren sowie sekretionsfördernder Additive. Diese Einteilung findet sich in der 
unten dargestellten Tabelle (Tab. 15) wieder. Die BY-2 Kulturen wurden unter den in II.3 
beschriebenen Bedingungen kultiviert. Die Probenentnahme erfolgte i. d. R. unmittelbar nach 
der Inokulation (0 dpi) und nach einer Kultivierungsdauer von 3, 5, 7 und 10 Tagen (3, 5, 7, 
10 dpi). Die einzelnen Ansätze wurden in 25 mL Arbeitsvolumen (100 mL Erlenmeyer-
kolben) durchgeführt. Zur statistischen Absicherung wurden Dreifachansätze verwendet. Dem 
Nährmedium wurden die verschiedenen Komponenten und Additive in unterschiedlichen 
Konzentrationen und/oder zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten hinzugegeben. Die zu 
variierenden Medienbestandteile und Additive wurden entweder bei der Medienherstellung 
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mitautoklaviert oder nach dem Autoklavieren des MS Mediums als sterilfiltrierte 
Stammlösung den einzelnen Ansätzen steril hinzugegeben. Details sind der Tab. 15 zu 
entnehmen.  
 
In zwei Versuchen (Phosphat- und Nitratvariation) lag die zu untersuchende Komponente 
schon im MS Basalsalz vor. Hier wurden die vorhandenen Medienbestandteile (Duchefa, 
2003) einzeln abgewogen und die zu variierende Komponente separat hinzugeführt. Die im 
MS Medium vorhandene Nitratquelle liegt in Form von NH4NO3 und KNO3 im 
Konzentrationsverhältnis von 1:1,15 vor. Dieses Verhältnis wurde bei der Nitratvariation 
berücksichtigt  
 
Der Einfluss von DMSO auf die Sekretion des HSA wurde untersucht, indem 6 Tage alte 
Zellen zentrifugiert (13000·g/5 min/RT), in 15 % DMSO (v/v) resuspendiert und bei RT 
30 min inkubiert (Schüttler) wurden. Im Anschluss daran wurden die Ansätze erneut unter o. 
g. Bedingungen zentrifugiert, der Überstand abgezogen und durch einen 0,2 µm Filter filtriert. 
Um den Einfluss von DMSO auf die Sekretion des HSA in das Medium bestimmen zu 
können, wurde vor Zugabe dieser Substanz eine zusätzliche Probe (6 dpi) entnommen und 
aufgearbeitet.  
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Tab. 15 Medienoptimierung: Variation einer Medienkomponente.  
Komponente Konzentration Zugabezeitpunkt Zugabeform 
Makroelemente    
Sucrose 5, 10, 15, 20, 25, 30 g·L-1 0 dpi autoklaviert 
Phosphat 0, 50, 100, 150, 200, 250, 
300, 370 mg·L-1 
0 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Nitrat1 200, 500, 1000, 1200, 
1600, 2475, 4125 mg·L-1 
0 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Vitamine und Hormone     
2,4-D 0, 0,05, 0,1, 0,2 mg·l-1 4 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Pyrridoxin HCl 0,5 , 1 mg·L-1 0 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Thiamin HCl 1 , 10 , 30 mg·L-1 0 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Niacin 0,5 , 1 mg·L-1 0 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
L-Glutamin 755 mg·L-1 0 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Sekretionsfördernde 
Additive 
   
EDTA3 5, 10 mM 6 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
EGTA4 5, 10 mM 6 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
DMSO2 15 % (v/v) 6 dpi - 
Stabilisatoren    
Gelatine 0,5 % (v/v) 0, 3, 5 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
PVP5 0,75, 0,8, 1,5 g·L-1 0, 3, 5 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Pluronic® L61 0,01 % (v/v) 0 dpi autoklaviert 
Silikon 0,01 % (v/v) 0 dpi autoklaviert 
Glycin Betain 10 mM 0, 3, 5 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Ectoin 50 mM 3 dpi sterilfiltrierte Stammlösung 
Jeder Versuch wurde im Dreifachansatz durchgeführt. Die Komponenten wurden entweder direkt bei der 
Medienherstellung mit berücksichtigt und autoklaviert oder als sterilfiltrierte Lösung den einzelnen Ansätzen 
zugeführt. 1Die Nitratkonzentration bezieht sich hier auf die NH4NO3-Quelle. Im MS Medium liegt Nitrat 
zusätzlich noch in Form von KNO3 vor. Das Verhältnis von NH4NO3 zu KNO3 beträgt 1:1,15. Hier wurde eine 
Stammlösung hergestellt, die die beiden Nitratquellen beinhaltete. 2Die Behandlung mit Dimethylsulfoxid 
(DMSO) erfolgte wie oben beschrieben. 3EDTA= Ethylendiamintetraacetat.4EGTA= Ethylenglycoltetraacetat. 
5PVP= Polyvinylpyrolidon, verwendet wurde hier PVP mit einem mittleren MG von 360.000 g·mol-1. 
II.5.2 Kombination produktivitätssteigernder Substanzen 
Neben der Variation einer Komponente wurden auch Kombinationsversuche durchgeführt. 
Die Kombinationen ergaben sich aus den Resultaten der ersten Untersuchungen (Tab. 15). 
Die transgenen BY-2 Kulturen wurden hier in einem modifizierten MS Medium kultiviert, in 
dem die Konzentration einer und/oder mehrerer Medienkomponenten verändert wurde 
und/oder sekretions-/stabilitätsfördernde Substanzen hinzugegeben wurden. Während dieser 
Kombinationsversuche wurde ebenfalls ein Arbeitsvolumen von 25 mL verwendet. Die 
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Probenentnahmen erfolgten, wie oben beschrieben, 3, 5, 7 und 10 Tage nach der Inokulation. 
Die Versuche wurden in Dreifachansätzen durchgeführt. Die Zugabeform (autoklaviert/-
sterilfiltriert) der entsprechenden Additive entsprach der der ersten Versuche (Tab. 15). 
Detaillierte Angaben hierzu sind der Tab. 16 zu entnehmen.  
Tab. 16 Medienoptimierung: Kombination verschiedener Medienkomponenten und Additive.  
Ansatz Sucrose 
[g·L-1] 
0 dpi 
Phosphat 
[g·L-1] 
0 dpi 
Nitrat (KNO3) 
[g·L-1] 
0 dpi 
Gelatine 
[w/v] 
0 dpi 
EDTA 
[mM] 
6 dpi 
PVP 
[g·L-1] 
0 dpi 
Pluronic 
[v/v] 
0 dpi 
L-Glutamin 
[g·L-1] 
0 dpi 
1 20  - 4,75 - - - - - 
2 20 0,20 4,75 - - - - - 
3 20  0,20 - - - - - - 
4 - 0,20 4,75 - - - - - 
5 - - - 0,5 %  5  - - - 
6 - - - - 5  0,80 - - 
7 - - 4,75 - - - 0,01 % - 
8 - - 4,75 - - - - 0,755 
9 - - - - - - 0,01 % 0,755 
10 - - 4,75 - - - 0,01 % 0,755 
Als Basismedium diente hier das MS Medium. Die Zugabezeitpunkte der einzelnen Komponenten sind in „dpi“ 
angegeben. Die jeweilige Zugabeform ist identisch mit der in Tab. 15 angegebenen. 
II.6 Kultivierung von BY-2 Zellen in Rührreaktoren 
II.6.1 Allgemeine Fermentationsbedingungen 
Zur Kultivierung der BY-2 Zellkultur in Rührreaktoren wurden autoklavierbare Doppel-
mantel-Bioreaktoren, 2 bzw. 5 L, von Applikon eingesetzt. Als Inokulum für die 
Fermentationen dienten sieben Tage alte Vorkulturen, welche unter den in II.3.1 
beschriebenen Bedingungen kultiviert wurden. Das Inokulationsvolumen betrug 10% (v/v). 
Das Nährmedium und das Fermentationsvolumen variierten im Rahmen dieser Arbeit. Die 
entsprechende Information ist aus der Beschreibung der einzelnen Fermentationsstrategien 
(II.6.4) zu entnehmen. Die Belüftungsrate betrug 0,1 vvm; der Sollwert („setpoint“) der 
Gelöstsauerstoffkonzentration im Medium wurde auf 20 % eingestellt. Die Zellkultur wurde 
bei einer Temperatur von 26 °C und einer Rührergeschwindigkeit von 200 rpm (d=60 mm) 
fermentiert. Die Dauer einer solchen Fermentation betrug ca. zehn Tage, hing aber von der 
eingesetzten Fermentationsstrategie ab, so dass Abweichungen dieser Fermentationszeit 
auftreten konnten. Parameter wie das „Packed Cell Volume“ (PCV) oder die Substrat-
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konzentration wurden anhand täglich entnommener Proben aus der laufenden Fermentation 
bestimmt. Tab. 17 bis Tab. 20 fassen die hier durchgeführten Fermentationen zusammen.  
II.6.2 Bestimmung von Echtzeitparametern 
Die Temperatur, der pH-Wert, die Gelöstsauerstoffkonzentration, die prozentuale An-
steuerung des Belüftungsventils sowie ggf. die zugefütterten Mengen an Medium und das 
Erntevolumen wurden mit Hilfe der Applikon ADI 1030 Steuerung erfasst und über die 
Software BioXpert 3.0 (Applikon) aufgezeichnet. 
II.6.2.1 Bestimmung des pH-Wertes 
Die Bestimmung des pH-Wertes während der laufenden Fermentation wurde mittels einer 
pH-Elektrode (AppliSens) durchgeführt (potenziometrisches Messprinzip). Hierbei wird die 
Konzentration der Wasserstoffionen gemessen und über die Formel 
 
]log[ +−= HpH  
 
in den pH-Wert umgerechnet.  
II.6.2.2 Bestimmung des Sauerstoffgehaltes  
Der Sauerstoffgehalt im Fermentationsmedium wurde in Form der Gelöstsauerstoff-
konzentration durch die Sauerstoffelektrode  gemessen, welche auf dem Messprinzip von 
Clark basiert. Der Sensor wurde vor Gebrauch kalibriert. Die maximale Gelöstsauer-
stoffkonzentration ist temperatur-, druck- und mediumabhängig, so dass die Kalibrierung 
unter Fermentationsbedingungen stattfand. Der Nullstrom des Signalverstärkers wurde als 
unterer Messwert (dO2= 0 %) bei abgezogenem Stecker gewertet. Bei der verwendeten 
Kombination aus Elektrode und Signalverstärker unterscheidet sich dieser Wert nur 
unerheblich von dem Wert, der sich nach Austreiben des Gelöstsauerstoffs durch Begasung 
mit Stickstoff ergibt. Als 100 % Sauerstoffsättigung wurde der Wert definiert, der sich nach 
der Sterilisation, jedoch vor dem Animpfen bei einer Begasungsrate von 0,1 vvm und einer 
Rührerdrehzahl von 200 U·min-1 bei atmosphärischem Druck ergab, d. h. die dynamische 
Gleichgewichtskonzentration von Sauerstoff unter Prozessbedingungen bei OTR=0. Um den 
o. g. (II.6.1) Sauerstoffsollwert steuern zu können, wurde ein Begasungsventil eingesetzt, 
welches sich bei Unterschreitung des „setpoints“ automatisch öffnete, oberhalb des 
„setpoints“ jedoch geschlossen blieb. Die Zykluszeit dieses Kontrollkreises betrug 30 s. 
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Anhand der Regelaufzeichnung des Ventils (Angaben in % Öffnung) konnte eine Aussage 
über die Sauerstoffaufnahmerate und somit über die metabolische Aktivität der BY-2 
Zellkultur getroffen werden. 
II.6.3 Externe Bestimmung weiterer Parameter  
Eine Reihe von Parametern wie das PCV, das Frischgewicht und der Zuckergehalt im 
Medium, die für die Auswertung der Fermentationsverläufe von Bedeutung sind, konnten 
nicht über Echtzeitmessungen bestimmt werden. Diese Parameter wurden anhand von 
während der Fermentation gezogenen Proben untersucht. Die jeweilige Vorgehensweise wird 
in II.6.3.1 bis II.6.3.4 dargestellt. 
II.6.3.1 Bestimmung des PCV 
Durch das PCV konnte das Wachstum der Zellkultur während der Fermentation beschrieben 
werden. Hierfür wurden 10 mL jeder Probe in ein 12 mL Zentrifugengefäß (Greiner) 
überführt und zentrifugiert (4800·g/10 min/RT). Nach Zentrifugation der Proben wurde die im 
Vergleich zum Gesamtvolumen der Proben prozentuale Menge der Zellmasse bestimmt. 
II.6.3.2 Bestimmung des Frischgewichtes und der Wachstumsrate 
Zur Frischgewichtsbestimmung wurden 10 mL der Probe vakuumfiltriert und das zurück-
gehaltene Zellpellet gewogen. Das Frischgewicht wurde in g·L-1 berechnet. Zur Trocken-
gewichtsbestimmung wurde das Zellpellet für 16 h bis 24 h bei 60 °C getrocknet. Die 
Wachstumsrate µ wurde über das ermittelte Trockengewicht durch die Formeln 
1
1
2ln −⋅= t
X
Xμ   [d-1] 
bestimmt, wobei X2 das Frischgewicht zum Zeitpunkt der Probennahme, X1 das Frisch-
gewicht der vorherigen Probe und t die Zeitdifferenz zwischen den Probennahmen darstellt. 
II.6.3.3 Bestimmung der Zuckerkonzentration 
Der Verlauf der Zuckerkonzentration während der Fermentation spielt eine Rolle für die Be-
urteilung und Weiterentwicklung der Fermentationsstrategie. Anhand der Konzentration der 
C-Quelle kann auf das Wachstumsverhalten der Zellen geschlossen werden und evtl. 
Wachstumslimitierungen durch Substratmangel aufgedeckt und somit eine Optimierung der 
Fermentationsstrategie erzielt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Verbrauch der 
Saccharose, Glucose und Fructose während der Fermentation mittels des Boehringer-
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Mannheim-Kits (II.1.3) bestimmt. Detaillierte Angaben zur Durchführung sind dem 
Herstellerprotokoll zu entnehmen.  
II.6.3.4 Aufarbeitung der Proben zur späteren Bestimmung des HSA  
Zur Bestimmung der extrazellulären HSA-Konzentration wurde der wie in II.6.3.1 
beschrieben gewonnene Überstand verwendet. Die intrazelluläre HSA-Bestimmung erfolgte 
durch Analysen des ebenfalls in II.6.3.1 gewonnenen Zellpellets. Sowohl der Überstand als 
auch das Pellet wurden wie in II.3.3 dargestellt behandelt.  
II.6.4 Fermentationsstrategien 
II.6.4.1 Batch Fermentationen 
Die ansatzweise (batch) Fermentation ist wie in (I.5.2) erwähnt eine Fermentationsstrategie, 
welche für biologische Systeme eingesetzt wird, deren Stoffwechselproduktion keiner 
Substrat- oder Produktinhibierung unterliegt und von der Wachstumsphase der Zellen 
entkoppelt ist. Es handelt sich hier um ein geschlossenes System, d. h. der Kultur stehen mit 
Ausnahme von Sauerstoff nur die zu Beginn der Fermentation vorgelegten, im Medium 
enthaltenen Nährstoffe zur Verfügung. Der Prozess und die Resultate der batch 
Fermentationen dienen im weiteren Verlauf der Arbeit als Standardfermentationen und 
werden als Vergleichsbasis eingesetzt. Die Fermentationen basierten auf den in II.6.1 
beschriebenen Bedingungen. Eingesetztes Medium, Arbeitsvolumen und Parameter wie die 
Rührergeschwindigkeit sowie die Zugabe von Additiven variierten in den verschiedenen 
batch Fermentationen. Die anfänglichen batch Fermentationen wurden ohne Antischaum-
mittel durchgeführt. Im Laufe der Arbeit wurde jedoch die Problematik der Schaumbildung 
durch die BY-2 Zellen deutlich. Die Fermentationen mussten aufgrund verstopfter Abluftfilter 
und inhomogener Bedingungen nach 7 Tagen abgebrochen werden. Nach intensiven 
Untersuchungen der Wirkung eines Antischaummittels [Pluronic®L61, BASF; 0,01 % (v/v)] 
auf das Wachstums- und Produktionsverhalten der BY-2 Zellen in batch Fermentationen 
(Tab. 17) und Schüttelkolbenversuchen (Tab. 15) wurde das Nährmedium von Beginn an mit 
Pluronic®L61 [0,01 % (v/v)] versetzt. Die Eckdaten der in dieser Arbeit durchgeführten batch 
Fermentationen werden in Tab. 17 dargestellt. 
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Tab. 17 Eckdaten der verschiedenen batch Fermentationen.  
Nr. der 
batch Fermentation 
Abweichung 
zu II.6.1 
Medium Maßstab Additiv Dauer 
[h] 
1 - MS 4-L - 168 
2 - MS 1,75-L - 163 
3 - MS 1,75-L Pluronic®L61 263 
4 - MS 1,75-L Pluronic®L61, PVP 263 
5 - MS 1,75-L Nitrat, Pluronic®L61 240 
6 dO2= 50 % MS 1,75-L - 168 
7 300 rpm MS 1,75-L  234 
Wahl des Mediums und der Additive sowie das eingesetzte Fermentationsvolumen und die Fermentationsdauer 
sind angegeben. Die allgemeinen Fermentationsbedingungen werden in II.6.1 beschrieben. 
II.6.4.2 Batch Fermentationen mit Medienaustausch unter Zellretention 
Durch Fermentationsprozesse, welche einen Medienaustausch unter gleichzeitiger Zellrück-
haltung beinhalten, kann die Produktivität von biologischen Systemen, die einer wachstums-
gekoppelten Produktionsphase bei gleichzeitig niedriger spezifischer Wachstumsrate 
unterliegt, erhöht werden. Die Zellen erhalten in der Phase ihres Produktionsmaximums 
frisches Medium, so dass sie das bis dahin erreichte Wachstums- bzw. Produktionsniveau 
problemlos halten können. Durch diese Fermentationsstrategie wird bei sekretierten Proteinen 
eine wiederholte Ernte ermöglicht. Im Prinzip stellt eine solche Fermentation die Vorstufe zur 
Perfusionskultur dar. Durch die entfallenden Rüstzeiten für den Reaktor wird die 
Produktivität zusätzlich gesteigert. Als Vorlage für diese Fermentation galten die Resultate 
der in II.6.4.1 (Tab. 17, Nr. 3) beschriebenen batch Fermentation. Die höchste volumetrische 
Produktivität bezüglich des HSA war bei einem PCV von ungefähr 40 % gegeben. Zu diesem 
Zeitpunkt fand der Medienaustausch unter Zellrückhaltung statt. Dazu wurde der Rührer 
gestoppt und das Medium nach Sedimentation der Zellen unter sterilen Bedingungen 
abgepumpt. Im Anschluss daran wurde frisches Medium hinzugeführt. Das Volumen des 
zugefütterten Mediums entsprach dem des geernteten Mediums. Das verwendete 
Nährmedium, zugeführte Additive und das eingesetzte Arbeitsvolumen variierten in den 
verschiedenen Fermentationen. Die Eckdaten dieser Fermentationen werden in Tab. 18 
dargestellt. 
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Tab. 18 Eckdaten der verschiedenen batch Fermentationen mit Medienaustausch unter Zellrückhaltung.  
Nr. der batch Fermentation 
mit Medienaustausch 
Abweichung 
zu II.6.1 
Medium Maßstab Additiv Dauer 
[h] 
1 20 g·L-1  
Saccharose 
GB5 4-L  410 
2 - MS 1,75-L Pluronic®L61 332 
3 - MS 5-L Nitrat, Pluronic®L61 260 
Wahl des Mediums und der Additive sowie das eingesetzte Fermentationsvolumen und die Fermentationsdauer 
sind angegeben. Die allgemeinen Fermentationsbedingungen werden in II.6.1 beschrieben. 
II.6.4.3 fed-batch Fermentationen  
fed-batch Fermentationsprozesse werden i. d. R. bei Fermentationen biologischer Systeme, 
deren Wachstums- oder Produktionsphase einer Substratinhibierung unterliegt sowie zum 
Erreichen hoher Zelldichten eingesetzt (I.5.2). Bei dieser Fermentationsstrategie kann der 
Prozess von Beginn an mit niedrigen Substratkonzentrationen gefahren werden und diese so 
eingestellt werden, dass sie während der kompletten Fermentation den Wert der inhibierenden 
Substratkonzentration nicht erreichen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, 
welchen Einfluss die Zufütterungsprozessführung auf die Produktivität der transgenen BY-2 
Suspensionskultur hinsichtlich der extrazellulären HSA-Akkumulation hat. Hierfür wurden 
im Rahmen einer Studienarbeit (Willmes, 2005) unterschiedliche fed-batch Fermentationen 
durchgeführt. In allen fed-batch Fermentationen wurde MS Medium sowie Saccharose als 
Feed eingesetzt. Das Arbeitsvolumen betrug 1,75 L. Mit Ausnahme der Fermentation mit 
kontinuierlicher Feedzugabe wurde die Zufütterung über eine Schlauchpumpe und ein 
Feedrohr realisiert. Für die kontinuierliche Medienzugabe wurde ein Dosimat (Metrohm) 
verwendet, um die niedrigen Flussraten von 0,5 µL·min-1 exakt zu gewährleisten. Die Zugabe 
erfolgte durch ein Septum über eine Braunüle.  
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Tab. 19 Eckdaten der in dieser Arbeit durchgeführten fed-batch Fermentationen.  
Fermentation cSaccharose bei 
Inokulation 
[g·L-1] 
cSaccharose  
im Feed 
[g·L-1] 
cSaccharose  
Gesamt 
[g·L-1] 
Bemerkung 
Einmalige 
Substratzugabe 
30 500 66 Nach 120 h erfolgte ein Feedimpuls 
von 30 g·L-1.  
Tägliche 
Substratzugabe 
15 500 33 Nach 72 h erfolgte eine tägliche 
Zufütterung von 5 g·L-1. 
Substratzugabe in 
Intervallen 
5 250 22 Erstellung eines Feedprofils: 
Feedzugabe in 12 Intervallen pro Tag.
Kontinuierliche 
Substratzugabe 
5 150 21 Feedprofil. 
II.6.4.4 Kontinuierliche Fermentationen 
Die kontinuierliche Fermentationstrategie wird, wie in I.5.2 beschrieben, u.a. bei wachstums-
gekoppelten Produktionsprozessen eingesetzt. Bei dieser Fermentation wird ein dynamisches 
Fließgleichgewicht mit konstanten Konzentrationen von Substrat, Biomasse und Produkt 
erreicht. Das Fließgleichgewicht wird durch die Durchflussrate eingestellt. Während der 
gesamten Fermentationsdauer kann somit das Produkt in einer konstanten Rate produziert 
werden. Vorteil dieser Strategie ist die Möglichkeit der Produkternte während des laufenden 
Prozesses, die Verringerung von Rüstzeiten für den Reaktor und die Vermeidung von „batch-
to-batch“ Variation des Produktes. Die Fließrate (F) der Ernte entspricht der Fließrate der 
Zufütterung. Das Volumen ist konstant. Die Fließrate bezogen auf das Arbeitsvolumen des 
Bioreaktors (V) wird als spezifische Durchflussrate (D) bezeichnet und durch die Formel 
V
FD =    [h-1] 
ermittelt. Für den Fall, dass sich die im Fermenter befindliche Zellmasse X nicht vermehren 
würde, würde sie durch den zellfreien Zulauf und den zellhaltigen Ablauf nach der Formel 
XD
dt
dX ⋅−=  
abnehmen. Dementsprechend würde die Zellmasse, nach einer Fermentationszeit von t 
tDeXX ⋅−⋅= 12   [g·L-1] 
betragen. Parallel vermehrt sich die Zellmasse nach  
teXX ⋅⋅= μ12   [g·L-1], 
wobei µ die spezifische Wachstumsrate darstellt. Demnach ergibt sich für die Änderung der 
Zellmasse während der kontinuierlichen Fermentation folgende Beziehung: 
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( )DXXDX
dt
dX −⋅=⋅−⋅= μμ  
Die Bestimmung der Wachstumsrate µ erfolgt nun durch die Formel 
Dt
X
X +⋅= − )(ln 1
1
2μ   [d-1] 
Das Fließgleichgewicht während der Fermentation ist erreicht falls die Änderung der Zell-
masse mit der Zeit gleich null und somit  
μ=D     [h-1] 
ist. Die Durchflussrate der kontinuierlichen Fermentation wurde durch die oben 
beschriebenen Formeln berechnet. Eingesetzt wurde nicht die in dieser Arbeit beobachtete 
maximale Wachstumsrate von Pflanzenzellkulturen (0,089 h-1). Vielmehr wurde hier eine 
wesentlich geringere Wachstumsrate (0,01 h-1) angenommen, um das Auswaschen der Zell-
kultur zu vermeiden. Kontrolliert wurde die Abfuhr der Fermentationsbrühe über eine externe 
Pumpe, die über die ADI 1030 Steuerung gesteuert wurde. Die Pumpe wurde so konfiguriert, 
dass sie in 12 Intervallen pro Tag mit einer Fließrate von 50 mL· min-1 jeweils 104 mL 
Fermentationsbrühe aus dem laufenden Prozess erntete. So ergab sich eine Ernte von 1,25 L 
pro Tag. Dementsprechend wurde 1,25 L frisches Medium pro Tag in die Fermentation 
eingebracht. Es ergab sich also eine Durchflussrate von 0,01 h-1. Die geerntete Fermentations-
brühe wurde bis zum Zeitpunkt der Aufarbeitung in einem Wasserbad bei 4°C gekühlt, um 
evtl. Degradationen des exprimierten HSA zu vermeiden. Die Zufuhr des Mediums wurde 
über eine Levelsonde kontrolliert. Diese Sonde reagierte bei mangelndem Kontakt zur 
Fermentationsbrühe, so dass daraufhin eine Pumpe angesteuert und das Medium mit einer 
Fließrate von 14,5 mL· min-1 in den Bioreaktor befördert wurde, bis der Kontakt zwischen 
Fermentationsbrühe und Sonde wieder hergestellt war. Im Laufe der Arbeit wurde die 
Behinderung und vorzeitige Termination der kontinuierlichen Fermentation durch starke 
Schaumbildung der BY-2 Kultur deutlich. Nachdem der Einfluss eines Antischaummittels auf 
das Wachstum und die Produktion der BY-2 Suspension untersucht wurde (II.6.4.1), wurde 
Pluronic®L61, [0,01 % (v/v)] sowohl im Nährmedium als auch im Feed vorgelegt. Zu Beginn 
fand diese Fermentation unter normalen batch-Bedingungen statt. Die Überführung in den 
kontinuierlichen Betrieb erfolgte nach einer Fermentationsdauer von ca. 140 h. Die Rahmen-
bedingungen, denen die kontinuierliche Fermentation unterlag, sind in Tab. 20 dargestellt. 
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Tab. 20 Eckdaten der verschiedenen kontinuierlichen Fermentationen.  
Nr. der kontinuierlichen 
Fermentation 
Abweichung 
zu II.6.1 
Medium Maßstab Additiv Dauer 
[h] 
1 - GB5 5-L  234 
2 - MS 5-L  382 
3 - MS 5-L Pluronic®L61 1296 
Wahl des Mediums und der Additive sowie das eingesetzte Fermentationsvolumen und die Fermentationsdauer 
sind angegeben. Die allgemeinen Fermentationsbedingungen werden in II.6.1 beschrieben. 
II.7 Proteinchemische und immunologische Methoden 
II.7.1 PAA-Gelelektrophorese von Proteinen 
Zur Auftrennung der Proteine wurde die „Sodium-dodecyl-sulfate“-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli et al (Laemmli, 1970) durchgeführt. Die 
Proben wurden, wie in II.3.3 beschrieben, aufgearbeitet und auf das Gel (Tab. 21) aufgetragen 
(20 µL des SDS-Probenpuffers-Proben-Ansatzes). Im Anschluss daran erfolgte die gelelektro-
phoretische Auftrennung der Proteine in „Mini-Protean III“-Apparaturen (BioRad). Zur 
Identifikation und Quantifikation des HSA nach der Trennung wurde zusätzlich ein Größen-
marker [PPM („prestained protein marker“), NEB; Mark12, Invitrogen] sowie der HSA-
Standard (Sigma) auf das Gel aufgetragen. Die Zusammensetzung des Elektrophorese-
Laufpuffers ist aus II.1.9 zu entnehmen. Neben den selbst hergestellten Gelen wurden auch 
Fertiggele von Invitrogen eingesetzt. Die detaillierte Durchführung sowie die verwendeten 
Puffer sind den Herstellerangaben zu entnehmen. Im Anschluss an die Gelelektrophorese 
wurden die Proteine entweder unspezifisch –basierend auf dem Coomassie-Brilliant-blue-G-
250-System (Wilson, 1983)- nachgewiesen oder sie wurden durch die Methode des Western-
Blots (II.7.2) auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und in einer immunologischen 
Reaktion spezifisch nachgewiesen. 
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Tab. 21 Rezept für Sammel- und Trenngel für die SDS-PAGE. 
Komponenten Sammelgel [5%] Trenngel [10%] 
TRIS HCl (pH 8,8) 0,15 M 0,63 M 
SDS 0,121 % (w/v) 0,168 % (w/v) 
Acrylamid (BioRad, 30%ige Stammlösung) 16,6 % (v/v) 33 % (v/v) 
APS (20%ige Stammlösung) 0,3 % (v/v) 0,3 % (v/v) 
TEMED 0,1 % (v/v) 0,1 % (v/v) 
II.7.2 Western-Blot  
Mit Hilfe der Western-Blot-Methode (Towbin et al., 1979) erfolgte der Transfer der in II.7.1 
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran (Amersham Life Science). Der 
Transfer erfolgte nach der Methode des „Electro-Tank-Blottings“ (Towbin et al., 1979) 
(II.1.9) oder des XCell II-Blot-Moduls (Invitrogen) nach Herstellerangaben auf Nitro-
cellulosemembranen.  
 
Zur Detektion des in II.7.1 aufgetrennten und in II.7.2 auf die Nitrocellulosemembran 
transferierten HSA wurde eine Immunfärbung durchgeführt. Die freien Bindungsstellen der 
Membran wurden mittels einer Magermilchpulver-Lösung (5% (w/v), in PBST gelöst) 30 min 
gesättigt. Nach anschließendem dreimaligen Waschen mit PBST wurde die Membran mit dem 
ersten Antikörper (0,2 ng·ml-1, Ziege-anti-HSA, II.1.4) 16 bis 24 h bei 4 °C inkubiert. Erneut 
folgten die o. g. Waschgänge. Im nächsten Schritt wurde die Membran für 1 h mit 
verdünntem (60 ng·ml-1) Kaninchen-anti-Ziege-Antikörper inkubiert, der kovalent an das 
Enzym alkalische Phosphatase gekoppelt ist. Nach der zweiten Inkubation wurde die 
Membran wie o. g. gewaschen, mit AP-Puffer (II.1.9) äquilibriert (10 min) und mit 4-
Nitroblau-tetrazolium/5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (NBT/BCIP) behandelt (im 
Dunkeln, 15 min). Dieses Substrat wird von der alkalischen Phosphatase unter einer Farb-
reaktion gespalten. Die Reaktion wurde durch das Abspülen des Substrates mit Leitungs-
wasser abgebrochen, die Membran zur Dokumentation gescannt und schließlich getrocknet. 
II.7.3 ELISA 
Der „Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay“ (ELISA) stellt ein immunologisches Nach-
weisverfahren zur Qualifizierung und Quantifizierung von Proteinen basierend auf einer 
Antikörper-Antigen-Antikörper-Reaktion dar (Engvall and Perlman, 1971). Die einzelnen 
Durchführungsschritte sind in Tab. 22 beschrieben. Zwischen jedem Schritt wurden die 
Material und Methoden  47 
 
Mikrotiterplatten drei Mal mit TBST (II.1.9) gewaschen. Die Konzentration des umgesetzten 
Substrats wurde photometrisch bei 690 nm gemessen. 
Tab. 22 Parameter des ELISA zur Quantifizierung des HSA. 
Schritt Konzentration Volumen/Tasche Inkubationszeit Temperatur 
Beschichtung, G-α-HSA 1 ng·mL-1 200 µL 16-24 h 4 °C 
Blockieren, 
Magermilchpulver 
50 mg·mL-1 200 µL 1/2 h RT 
Proteinproben 0-100 ng·mL-1 100 µL 16-24 h 4 °C 
R-α-HSAPer 0,5 ng·mL-1 100 µL 1 h RT 
Substrat (ABTS) 1 mg·mL-1 100 µL 2 h RT 
II.7.4 Reinigung von HSA aus BY-2 Zellkulturen 
Als Ausgangsmaterial wurden 7 Tage alte BY-2 Zellkulturen gewählt. Zur Abtrennung der 
Zellmasse wurde die Fermentationsbrühe über Miracloth-Filter (doppellagig) vakuumfiltriert. 
Das Filtrat wurde eingefroren, aufgetaut und zur Abtrennung der Polysaccharide zentrifugiert 
(30.000g/45 min/4°C). Der Überstand wurde auf die Bedingungen der jeweiligen Chromato-
graphieverfahren eingestellt.  
II.7.4.1 Kationenaustauschchromatographie 
Die erste Kationenaustauschchromatographie wurde mit einer XK16/20 Chromatographie-
säule (Amersham Bioscience), gepackt mit der Matrix Source 30 S (Amersham Bioscience, 
Betthöhe 10 cm), durchgeführt. Die Äquilibrierung, Beladung, Elution und Reinigung der 
Säule mit entsprechenden Puffern und Proben wurde über den Äkta Purifier 100 (Amersham 
Bioscience) gesteuert. Die Flussrate betrug 10 mL·min-1. Die verwendeten Puffer sind in Tab. 
23 angegeben. Die Säule wurde mit 10 Säulenvolumen (SV) äquilibriert und mit 1750 mL 
eingestelltem Fermentationsüberstand (25 mM Natriumcitrat, pH 4,3 und Leitfähigkeit aus 
20 mS·cm-1 mit NaCl) geladen. Nach einem Waschschritt (10 SV) wurden die Proteine mit 
dem Elutionspuffer in einem Salzgradienten von 0-100% in 10 SV von der Säule eluiert. Zur 
vollständigen Elution weiterer Poteine wurde die Säule erneut mit 2 M NaCl (2 SV) und mit 
Tris-HCl (1 M, pH 9) behandelt. Die Reinigung erfolgte mit 2 M NaCl (5 SV), Wasser 
(5 SV), 1 M NaOH (5 SV), 20 % (v/v) Ethanol und 25 % (v/v) Essigsäure (5 SV) und erneut 
Wasser (5 SV). Die Säule wurde im 2 M NaCl gelagert. Relevante Fraktionen wurden in einer 
zweiten Kationenaustauschchromatographie behandelt. Die hier eingesetzte Säule Source 15S 
PE 4.6/100 (Amersham Bioscience) wurde an den Äkta Explorer 10 (Amersham Bioscience) 
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angeschlossen. Die Arbeitsschritte sind identisch zu den oben beschriebenen. Die Flussrate 
betrug hier 1 mL·min-1. Das Probenvolumen entsprach 7 mL. Die Elution erfolgte in 20 SV.  
Tab. 23: Zusammensetzung der bei der Kationenaustauschchromatographie eingesetzten Puffer. 
Puffer Zusammensetzung 
Laufpuffer 25 mM Natriumcitrat, pH 4,3 
Elutionspuffer 25 mM Natriumcitrat, pH 4,3, 1 M NaCl 
Waschpuffer 25 mM Natriumcitrat, pH 4,3 
Reinigungspuffer 2 M NaCl 
Wasser 
20 % (v/v) Ethanol, 25 % (v/v) Essigsäure 
II.7.4.2 Affinitätschromatographie mittels HSA-Antikörper-gekoppelter Agarose 
Das HSA wurde im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der Matrix aus dem „Vivapure® Anti-
HSA-Kit for human albumin depletion“ von Vivascience aufgereinigt. Diese Matrix besteht 
aus Agarosekugeln, welche HSA-Antikörperfragmente kovalent gebunden haben. 500 µL der 
HSA-spezifischen Matrix wurden hier in Poly Prep® Säulen (Bio-Rad) überführt und mit 
30 mL PBS-Puffer mit einer Flussrate von 0,5 mL·min-1 äquilibriert. Im Anschluss daran 
wurde die Säule mit 150-200 mL vorbereitetem Fermentationsüberstand (pH 7) mit gleicher 
Flussrate beladen. Anschließend wurde die Säule mit 30 mL PBS-Puffer gewaschen. Das 
HSA wurde mit insgesamt 800 µL 0,1 M Glycinpuffer (pH 2,8) in 4 Schritten von der Säule 
eluiert. Die Eluate wurden unmittelbar danach mit je 15 µL 1 M Tris-HCl-Puffer (pH 9) 
neutralisiert. Die Säule wurde zunächst mit 1 mL 0,05 M NaOH behandelt und mit 2 M NaCl 
gespült. Die Lagerung der Matrix erfolgte in 2 M NaCl bei 4 °C.  
Tab. 24: Zusammensetzung der hier verwendeten Puffer. 
Puffer Zusammensetzung 
Laufpuffer PBS, pH 7,0 
Elutionspuffer 0,1 M Glycin-HCl, pH 2,8 
Neutralisationspuffer 1 M Tris-HCl, pH 9,0 
Waschpuffer PBS, pH 7,0 
Reinigungspuffer 2 M NaCl 
II.7.5 Massenspektrometrie 
Mit Hilfe der Massenspektrometrie wurden die Massenfragmente des aufgereinigten HSA 
bestimmt. Die Analysen wurden freundlicherweise von Michael Küpper (Institut für Biologie 
VII, RWTH Aachen) durchgeführt. Aus einem PAA-Gel isolierte Proteinbanden dienten als 
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Ausgangsmaterial für diese Analysen. Die Proben wurden durch ZipTipC18 (Millipore, 
Schwalbach) in 75 % (v/v) Acetonitril, 1 % (v/v) Ameisensäure entsalzt und im Anschluss 
daran in die Elektrosprayquelle bei 3 µL·min-1 injiziert. Die ESI-Spektren wurden an einem 
ESIQTof2 (Elektronenstoß Ionisation Quadropole Time of Fly) Massenspektrometer (Waters 
Micromass, Eschborn) aufgenommen. Ein Acetonitril-Wasser-Gemisch (1:1) in 1 % (v/v) 
Ameisensäure diente hier als Lösungsmittel. 
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III Ergebnisse und Diskussion 
III.1 Herstellung der genetisch modifizierten BY-2 Kultur 
Die in den Klonen vorhandene cDNA des HSA-Gens basierte auf der HSA-Sequenz, welche 
bereits beschrieben wurde (Dugaiczyk et al., 1982). Die Sequenz ist in der GenBank unter 
V00494 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Blast) eingetragen. Die Sequenzierung des Ausgangs-
materials ergab, dass sich die HSA-Sequenz von der Dugaiczyk-Sequenz in einer Aminosäure 
(E440Q) unterscheidet. Dieser Aminosäureaustausch ist jedoch nur in der von Dugaiczyk et 
al. beschriebenen HSA-Sequenz und in keiner weiteren in der GenBank eingetragen Sequenz 
vorhanden. Es wurde entschieden, dass die hier vorliegende HSA-Sequenz als Ausgangs-
material eingesetzt werden konnte. Der Sequenz wurde hinter dem Stopcodon eine XhoI-
Schnittstelle über den Primer KS-3’ via PCR eingefügt. Somit konnte das in II.2.2.2 
amplifizierte PCR-Produkt als Insert über die Schnittstellen EcoRI und XhoI in pTRAkc 
eingefügt werden. Die Sequenzierung des pTRAkc-HSA-KS zeigte Mutationen, so dass 
weitere Klonierungsschritte notwendig waren. Hierfür wurde das mutationsbehaftete Teil-
insert über die Schnittstellen NcoI und SacI ausgetauscht. Die anschließende Sequenzierung 
des neuen pTRAkc-HSA-KS legte keine weiteren Mutationen offen. Der finale 
Pflanzenexpressionsvektor pTRAkc-HSA-KS ist in Abb. 5 dargestellt. 
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Abb. 5 Plasmidkarte des Pflanzenexpressionsvektors pTRAkc-HSA-KS.  
RK2 ori: Replikationsursprung des Vektors in A. tumefaciens; bla: β-Lactamase (Ampicillin- bzw. Carbeni-
cillin-Resistenz in E. coli bzw. A. tumefaciens); ColE1 ori: Replikationsursprung des Vektors in E. coli; LB und 
RB: „left border“, „right border“; linke und rechte Bordersequenzen des Nopalin-Ti-Plasmids pTiT37; pAnos: 
Terminations- und Polyadenylierungssignal des Nopalinsynthasegens (nos) aus A. tumefaciens; nptII: 
Neomycin-Phosphotransferase-Gen (Kanamycin-Resistenz in Pflanzen); Pnos: Promotor nos des Gens aus A. 
tumefaciens; SAR: „scaffold attachment region“; P35SS: 35S Promotor des CaMV mit duplizierter Enhancer-
Region; CHS: 5'-UTR der Chalkonsynthase aus Petroselium; LPL murines Signalpeptid der leichten Kette des 
anti-TMV mAk24; HSA mature: HSA-cDNA; pA35S: 3'-UTR des CaMV. Die zur Herstellung und 
Sequenzierung notwendigen Schnittstellen sind angegeben. 
Das für das humane Serumalbumin in pTRAkc clonierte codierende Fremdgen wurde durch 
Agrobacterium tumefaciens in das Genom der BY-2 Zellen integriert. Die Expression des 
HSA unterlag der Kontrolle des CaMV 35SS Promotors (Becker, 19990; Kay et al., 1987; 
Töpfer et al., 1988). Zur Erhöhung der Transkriptionseffizienz und RNA-Stabilität wurde den 
kodierenden Sequenzen die 5'-untranslatierte Region der Chalkonsynthase (CHS) (Reimold et 
al., 1983) vorgeschaltet. Als Terminations- und Polyadenylierungssequenz wurde die 3'-
untranslatierte Region des CaMV (pA35S) am 3'-Ende angefügt. Durch eine Signal-Peptid-
Sequenz (LPL) wurde gewährleistet, dass das gewünschte Protein in den Apoplasten sekretiert 
wurde. Die transformierten BY-2 Kalli wurden via ELISA (II.7.3), SDS-PAGE (II.7.1) und 
Western Blot (II.7.2) untersucht und die fünf besten (bezogen auf die HSA-Konzentration) 
wurden zur Entwicklung der BY-2 Suspensionskulturen eingesetzt. Vier Wochen, nachdem 
die Kulturen angelegt wurden, wurde der extrazelluläre HSA-Gehalt via ELISA (II.7.3) 
bestimmt (Abb. 6). Die Zelllinie 38 wies die höchste HSA-Konzentration (ca. 1 mg·L-1) auf. 
Der Nachweis von HSA via PAA-Gelelektrophorese mit anschließender Western Blot 
Analyse ist in Abb. 6 dargestellt. Alle weiteren Arbeitsschritte wurden mit dieser Zelllinie 38 
durchgeführt. 
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Abb. 6 Untersuchung der transgenen N. tabacum L cv. BY-2 Zelllinien. 
A, Resultate des ELISA: Die in II.2 generierten HSA exprimierenden Suspensionskulturen (#30, #33, #38, #39, 
#44) wurden hier nach einer Kultivierungsdauer von 1 Woche auf den extrazellulären HSA-Gehalt hin (II.7.3) 
untersucht. Die Zelllinie 38 wies die höchste Akkumulation von HSA im Medium auf. B, Western Blot der 
transgenen BY-2 Zelllinie 38: Immunologischer Nachweis der HSA-Akkumulation im Medium. Zelllinie 38 
wurde hier unter den allgemeinen Bedingungen im Schüttelkolben (II.3.1) kultiviert. Untersucht wurden hier 
jeweils 16 µL des zellfreien Mediums 3, 5 und 7 Tage nach der Inokulation (dpi). Das Probenmaterial wurde 
mittels PAA-Gelelektrophorese (10 %) (II.7.1) aufgetrennt, durch den Western Blot auf eine Nitrozellulose-
membran transferiert (II.7.2), durch die Antikörper G-α-HSA und R-α-GAP detektiert und die Proteinbanden 
schließlich durch NBT/BCIP visualisiert. Als Größenmarker wurde hier der „Prestained Protein Marker“ (PPM, 
NEB) verwendet. Zur Kontrolle wurden 10 ng HSA-Standard (ST; HSA, Sigma) in die Markerspur mit 
eingesetzt.  
III.2 Kryokonservierung 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Protokoll zur Kryokonservierung transgener PZK ent-
wickelt werden. Wie in I.3 beschrieben, ist nicht nur der Einfrierprozess für eine erfolgreiche 
Kryokonservierung ausschlaggebend. Die richtige Kombination von osmotischer Vor-
behandlung, kryoprotektiver Behandlung, Wahl der Einfrier- und Auftaumethode sowie der 
Einsatz des Regenerationsmediums ist von entscheidender Bedeutung. Das hier entwickelte 
Protokoll ist das Ergebnis einer Reihe von Versuchen, welche in dieser Arbeit nicht detailliert 
beschrieben werden. Im Verlauf der Arbeit wurde deutlich, dass die Durchführung sämtlicher 
Arbeitsschritte während der Vor- und Nachbereitung der Zellkultur und der eigentlichen 
Einfrierprozedur mit höchster Präzision und unter sterilen Bedingungen stattfinden musste. 
Geringfügige Abweichungen des in II.4 beschriebenen Protokolls können zum Misserfolg der 
Kryokonservierung bzw. Regeneration der Suspensionskulturen führen.  
III.2.1 Ausgangsmaterial, osmotische und kryoprotektive Vorbehandlung 
Als Ausgangsmaterial wurden 3 Tage alte BY-2 Kulturen eingesetzt. Zu diesem Zeitpunkt 
befinden sich die Zellen in der logarithmischen Wachstumsphase und weisen im Gegensatz 
Ergebnisse und Diskussion  53 
 
zur stationären Phase relativ kleine Vakuolen auf. Dementsprechend niedrig ist der intra-
zelluläre Wassergehalt, welches eine wichtige Vorraussetzung für das erfolgreiche Einfrieren 
von PZK darstellt. Durch die osmotische Vorbehandlung der Zellen wurde das intrazelluläre 
Flüssigkeitsvorkommen weiter verringert. Die kryoprotektive Behandlung spielt eine 
wesentliche Rolle in der Kryokonservierung. Ohne Kryoprotektiva werden während des 
Kühlprozesses Kristalle gebildet. Die Zellen sind einem starkem Druck ausgesetzt. Dies führt  
besonders beim Auftauen zu Schädigungen. Durch Kryoprotektiva bilden sich kleinere 
Kristalle. Es entstehen Zwischenräume, in denen die Zellen geschützt sind (Smith et al., 
1951). Das hier eingesetzte Gefrierschutzmittel (DGS) besteht aus zwei penetrierenden, 
kryoprotektiv wirkenden Substanzen (DMSO und Glycerin) und einem nicht penetrierendem 
Kryoprotektor (Saccharose). 
III.2.2 Einfrier- und Auftaumethode 
Das gewählte kontrollierte „2-step-freezing“ gehört zu den in der Krykonservierung von PZK 
oftmals eingesetzten Methoden. Die jedoch extrem niedrige Kühlrate von 0,25 K·min-1 ist 
eher untypisch. Im Regelfall konnten PZK mit Kühlraten von 0,5 bis 1 K·min-1 erfolgreich 
eingefroren werden (Reinhoud et al., 2000). Die hier verwendete niedrige Kühlrate führt zu 
einem sehr zeitintensiven Kryokonservierungsprozess. Bei PZK ist i. d. R. ein schnelles 
Auftauen nötig. Die intrazellulär vorliegende Mischung aus Kryoprotektiva und Wasser geht 
beim Einfrieren in einen metastabilen, glasartigen Zustand über. Zu langsames Auftauen führt 
hier zur Kristallisation der glasartigen intrazellulären Flüssigkeit, wohingegen beim schnellen 
Auftauen keine Zeit zur Kristallisation bleibt (Götz, 2000). Um das schnelle Auftauen zu 
gewährleisten, wurde in dieser Arbeit ein 37 °C bis 40 °C warmes Wasserbad eingesetzt. Die 
Kulturen wurden aufgetaut, bis ein kleines Eispellet vorhanden war und somit eine 
Temperatur unterhalb von 4 °C gewährleistet war, eine Prävention vor dem bei höheren 
Temperaturen auftretendem toxischem Effekt von DMSO (Kuriyama et al., 1990). 
III.2.3 Regeneration der BY-2 Kulturen 
Die aufgetauten Zellen wurden z. T. auf doppellagigem Filterpapier ausplattiert, so dass das 
DMSO durch die Filterlagen in das Nährmedium diffundieren konnte. Die oberste Filterlage 
wurde anschließend auf frische Agarplatten überführt. Die Zellen konnten sich ohne den 
toxischen Einfluss des DMSO entwickeln. Jedoch zeigte die Kallusbildung auf dem 
Filterpapier keinen Unterschied zur Kallusbildung auf filterlosem Medium. Auch der in der 
Literatur beschriebene (Kuriyama et al., 1989) inhibierende Einfluss von ammoniumhaltigem 
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Nährmedium konnte hier nicht festgestellt werden. Die Zellen zeigten identisches Wachstum 
auf ammoniumhaltigem und -freiem Medium. 
 
7 bis 10 Tage, nachdem die Kryokulturen aufgetaut und ausplattiert wurden, konnte 
Kalluswachstum festgestellt werden. Nach weiteren 15-20 Tagen wurden die Kalli zur 
Herstellung von Suspensionskulturen eingesetzt (II.3.1). 2 Monate später wurden die 
etablierten Kulturen für weitere Wachstumsanalysen (II.6) eingesetzt. Die separaten 
Arbeitsschritte des entwickelten Kryokonservierungsprotokolls sind in Abb. 7 in einer 
Zeitskala dargestellt. 
Vorbehandlung
Einfriermethode
Lagerung
Auftaumethode
Regeneration: Kallus
Regeneration: Suspension
0
Kultivierung: Bioreaktor
6 14 35
7 15
80 [Tage]
20 4576
 
Abb. 7 Zeitskala der Arbeitsschritte des entwickelten Kryokonservierungsprotokolls. 
Vorbehandlung, 6 Tage: Bereitstellung der 3 Tage alten transgenen BY-2 Kulturen, osmotische und 
kryoprotektive Vorbehandlung der Kulturen. Einfriermethode, 1 Tag: „2-step-freezing“ Methode. Lagerung, 7 
Tage. Auftaumethode, 1 Tag: Auftauen der kryokonservierten BY-2 Kulturen, incl. Filtertransfer nach 12 
Stunden. Regeneration: Kallus, 20 Tage: nach ca. 20 Tagen wurde BY-2-Kallusgewebe für die Herstellung von 
Suspensionskulturen verwendet. Regeneration: Suspension, 45 Tage: nach ca. 7 Subkultivierungen konnte die 
regenerierte Suspensionskultur im Bioreaktor kultiviert werden. 
III.2.4 Fermentation der kryokonservierten und regenerierten BY-2 Kulturen 
Die eingefrorenen, anschließend aufgetauten und regenerierten Suspensionskulturen wurden 
im Vergleich zu der wöchentlich subkultivierten BY-2 Kultur im 2-L-Maßstab ansatzweise 
fermentiert (II.6.4.1). Abb. 8 stellt die Resultate einer solchen Fermentation dar. Sowohl die 
Echtzeitmessdaten des pH-Wertes, der Gelöstsauerstoffkonzentration und der Öffnungs-
intervalle des Belüftungsventils als auch die Entwicklung der Biomasse in Form des PCV, des 
Frisch- und des Trockengewichtes und die Substratverläufe sind dargestellt. Die Resultate der 
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Referenzfermentation sind in Abb. 16 dargestellt. Um den direkten Vergleich zwischen der 
intra- und extrazellulären HSA-Akkumulation der beiden Fermentationen treffen zu können, 
werden diese Daten in Abb. 9 beschrieben. In Tab. 25 werden die Unterschiede der 
Fermentationen hervorgehoben. 
III.2.4.1 Wachstumsverhalten 
Während der Fermentationsdauer von 10 Tagen zeigte die aus der Kryokultur regenerierte 
BY-2 Suspension ein für diese Zellkultur typisches Wachstumsverhalten. Nach einer 
anfänglichen lag-Phase von ungefähr 3 Tagen gingen die Zellen in die exponenzielle 
Wachstumsphase über und erreichten nach ca. 7 Tagen die stationäre Phase. Unmittelbar nach 
der Inokulation fiel der pH-Wert von 5,8 auf 4,4 und stieg nach 24 h während der 
fortlaufenden Fermentation an. Diese pH-Wert-Entwicklung zeigt ein charakteristisches 
Verhalten von PZK und ist wahrscheinlich auf die Aufnahme von Nährstoffen wie 
Ammonium und Zucker und die Freisetzung von Ionen zurückzuführen (Paiva, 1999). Der 
pH-Wert der Vergleichsfermentation fiel auf 3,7 (Abb. 16). Allerdings liegt dieser 
Unterschied im Bereich der normalen Standardabweichung. Nach einer Fermentationsdauer 
von ca. 144 h konnte keine der Zuckerquellen im Medium detektiert werden. Saccharose wird 
in Glukose und Fruktose hydrolysiert, wobei Glukose von den Zellen als Nährstoff bevorzugt 
wird. Trotz des Mangels an extrazellulär vorliegenden Zuckern schienen die BY-2 Zellen im 
Wachstum bzw. in der Produktion nicht inhibiert gewesen zu sein. Wahrscheinlich wurden 
hier auch intrazellulär gespeicherte Zucker metabolisiert. Der Verlauf der Öffnungsintervalle 
des Begasungsventils spiegelte die biologische Aktivität der BY-2 Zellkultur während der 
Fermentation wider. Bei hoher Wachstumsaktivität (log-Phase) benötigten die Zellen 
wesentlich mehr Sauerstoff als in der lag- bzw. in der stationären Phase, in denen das 
Wachstum eingeschränkt war. Dementsprechend wurde das Ventil, welches den Sauerstoff-
sollwert von 20 % kontrolliert, geöffnet. Die maximale Öffnung des Ventils von 100 % wurde 
hier nicht erreicht. In dem Zeitraum von 110 h bis 124 h betrug die maximale Öffnung 94 %. 
Die aus der Kryokultur regenerierte Suspensionskultur schien etwas schneller zu wachsen als 
die herkömmlich subkultivierte Suspension (Abb. 16).  
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Abb. 8 batch Fermentation der kryokonservierten und regenerierten BY-2 Suspension. 
Die in II.4 kryokonservierte und regenerierte transgene BY-2 Suspensionskultur wurde in einer batch 
Fermentation im 1,75 L-Maßstab, wie in II.6.4.1 beschrieben, kultiviert. In der oberen Hälfte des Graphen ist der 
Substratverbrauch sowie die Biomasseentwicklung in Form des Frischgewichtes (FW) und des Trocken-
gewichtes (TW) während der Fermentation dargestellt. In den unteren Graphen ist die Gelöstsauerstoff-
konzentration (dO2) und die Öffnung des Luftventils (dO2 Kontrollventil/cdO2) über die Fermentationszeit und 
der pH-Wert-Verlauf sowie das PCV über der Fermentationszeit aufgetragen.  
III.2.4.2 Produktionsverhalten 
Die maximale extrazelluläre HSA-Konzentration konnte ca. 24 h vor dem Produktions-
maximum der Vergleichsfermentation ermittelt werden (Abb. 9, Tab. 25). Die hohe Menge an 
extrazellulär akkumuliertem HSA nach einer Fermentationsdauer von 120 h von 4 mg·L-1 ist 
auf die Verwendung von Pluronic® L61 (BASF, Mount Olive, New Jersey), einem Anti-
schaummittel, zurückzuführen. In anderen Studien (Tab. 26) konnte ein Verbesserungsfaktor 
von 7 durch die Zugabe von Pluronic® L61 auf das extrazellulär vorliegende HSA gezeigt 
werden. Die intrazelluläre HSA-Konzentration wurde durch Pluronic® L61 nicht beeinflusst.  
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Abb. 9 Ergebnisse des ELISA zur Bestimmung der extra- und intrazellulären HSA-Akkumulation. 
Die in II.4 kryokonservierte und regenerierte transgene BY-2 Suspensionskultur wurde in einer batch 
Fermentation im 1,75 L-Maßstab, wie in II.6.4.1 beschrieben, kultiviert. Die täglich entnommenen und 
aufgearbeiteten Proben (II.6.3.4) wurden im ELISA (II.7.3) zur intra- und extrazellulären HSA-Bestimmung 
eingesetzt. Des Weiteren wurde die HSA-Entwicklung in einer batch Fermentation der wöchentlich 
subkultivierten BY-2 Suspension (III.4.1) dargestellt.  
Die Unterschiede der hier durchgeführten Fermentationen werden in Tab. 25 zusammen-
gefasst. 
Tab. 25 Unterschiede der Resultate der Fermentationen der wöchentlich umgesetzten und der kryokonservierten 
und regenerierten BY-2 Suspensionskultur. 
Kultur pH-Shift pH-Shift 
(Zeit) [h] 
finales FW 
[g·L-1] 
finales TW 
[g·L-1] 
finales PCV 
[%] 
max HSA 
[mg·LÜS-1] 
subkultiviert 3,7 12 360 10 66 4,2 
kryokultiviert 
und regeneriert 
4,4 18 291 12 60 3,9 
III.3 Medienoptimierung 
Bei der Entwicklung von biotechnologischen Prozessstrategien im Hinblick auf eine 
industrielle Nutzung ist die Zusammensetzung des Nährmediums von entscheidender 
Bedeutung. Optimale, auf die PZK individuell angepasste Reaktionsbedingungen können das 
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Wachstum steigern und sowohl die Produktion des gewünschten Proteins als auch dessen 
Stabilität erhöhen und somit die Ausbeute erheblich verbessern. Im Rahmen dieser Arbeit 
wurde untersucht, welche optimale Medienzusammensetzung benötigt wird, um die 
Expression des HSA in hoher Rate gewährleisten zu können. Als Basismedium wurde hier 
das MS Medium (II.1.2) gewählt. Die einzelnen Versuche wurden, wie in II.5 beschrieben, 
durchgeführt. Die entnommenen Proben (3, 5, 7, 10 Tage) wurden hinsichtlich der Biomasse-
bildung (II.3.2) und der extra- und intrazellulären HSA-Akkumulation (II.7.3) untersucht. 
Aufgrund des Umfangs des Datenpaketes werden in dieser Arbeit nur relevante Resultate 
dargestellt.  
III.3.1 Variation einer Medienkomponente 
Tab. 26 fasst den positiven Einfluss der Variation der Medienkomponenten und der Zugabe 
verschiedener Substanzen auf die Produktivität der BY-2 Kultur zusammen. In dieser Tabelle 
wird ein Verbesserungsfaktor angegeben, der sich ausschließlich auf die HSA-Akkumulation 
im zellfreien Medium bezieht. Des Weiteren wird die prozentuale Abweichung des 
Verbesserungsfaktors angegeben. Zu jedem Versuch wurden Kontrollansätze durchgeführt, in 
denen das kommerziell erhältliche, nicht modifizierte MS Medium eingesetzt wurde. Die 
Verbesserungsfaktoren beziehen sich auf die HSA-Konzentration im Überstand dieser 
Kontrollansätze. Diese Konzentrationen sind in der Tab. 26 nicht aufgelistet. Die kurz nach 
Herstellung der transgenen BY-2 Zelllinie 38 ermittelte extrazelluläre HSA-Konzentration 
von ca. 1 mg·L-1 Überstand (Abb. 6) konnte im Verlauf der Arbeit nicht gehalten werden. 
Dieses Phänomen der genetischen Instabilität von transgenen Pflanzenzellkulturen wurde 
bereits beschrieben (Chattopadhyay et al., 2002; Raven, 2004) und an anderer Stelle erwähnt 
(I.3). Im Zeitfenster der hier durchgeführten Versuchsreihen wurde in den Kontrollansätzen 
eine extrazelluläre HSA-Konzentration im Bereich von 0,1 bis 0,5 mg·L-1 bestimmt. Die in 
Tab. 26 und Abb. 10 angegebenen Konzentrationen sind daher in Zusammenhang der 
Kontrollkonzentrationen zu sehen. Die angegebenen Verbesserungsfaktoren stellen einen 
relativen Wert dar.  
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Tab. 26 Zusammenfassung der Resultate der Variation einer Medienkomponente in MS Medium. 
Komponente Konzentration  Zugabe 
[dpi] 
max. cHSA  
[mg·LÜS-1] 
max. cHSA  
[mg·LSUS-1]
Faktor Abweichung
[%] 
Makroelemente       
Sucrose 15-20 g·L-1 0 0,22 0,16 3 60 
Phosphat 200 mg·L-1 0 0,47 0,41 4 23 
Nitrat 4125 mg·L-1 0 2,70 1,70 17 14 
Sekretionsfördernde 
Additive 
      
EDTA 5 mM 6 1,50 1,20 13 23 
Stabilisatoren       
Gelatine 0,5 % (v/v) 0 2,60 1,10 17 15 
PVP 0,8 g·L-1 0 2,20 1,50 6 18 
Pluronic® L61 0,01 % (v/v) 0 2,50 1,50 7 10 
Glycin Betain 10 mM 5 0,22 0,19 2 10 
III.3.1.1 Makroelemente 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei Makroelemente des kommerziell erhältlichen MS 
Mediums untersucht. Sowohl die Variation der Saccharosekonzentration als auch die der 
Phosphat- und der Stickstoffkonzentration erzielten eine signifikante Erhöhung der extra-
zellulären HSA-Akkumulation. Die Erhöhung der Nitrat- bzw. Ammoniumkonzentration um 
das 2,5-fache auf 4750 mg·L-1 KNO3 und 4125 mg·L-1 NH4NO3 resultierte in einem Ver-
besserungsfaktor von 17 (Abb. 10, Tab. 26).  
III.3.1.2 Hormone und Vitamine 
Eine Produktivitätssteigerung durch die erneute Zufuhr von 2,4-D wurde hier nicht erreicht. 
Die durch den Hersteller vorgegebene 2,4-D-Konzentration von 100 mg·L-1 von Tag 0 an 
scheint für das Wachstum der BY-2 Kulturen ausreichend zu sein. Zu hohe Konzentrationen 
des Wachstumshormons wirkten lethal auf die Zellen. Die hier eingesetzten Vitamine führten 
zu keiner Verbesserung der Produktivität. 
III.3.1.3 Sekretionsfördernde Additive 
Die Behandlung der Zellen mit DMSO und EGTA erzielten hier keine höhere HSA-
Akkumulation im Medium. Der positive Effekt von EDTA auf das extrazellulär vorliegende 
HSA (Abb. 10) ist entweder auf die Veränderung der Zellwandstruktur oder auf die 
Proteaseinhibierung durch EDTA zurückzuführen. EDTA bildet mit zweiwertigen 
Metallionen Chelate. Zu diesen Ionen gehört Magnesium (Mg2+), welches zusammen mit 
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Calcium (Ca2+) die freien Carboxylgruppen des Pektingerüstes der Zellwand zusammenhält. 
In Abwesenheit von Mg2+ und Ca2+ ist Pektin eine lösliche Verbindung (Heldt, 1996). Durch 
die Bindung zwischen Mg2+-Ionen und EDTA kann die Struktur der Zellwand so verändert 
werden, dass ihre Permeabilität und somit die Sekretion des HSA in das Medium erhöht wird. 
Eine andere Erklärung für diese Produktivitätssteigerung bietet die Proteaseinhibierung durch 
EDTA, welches durch die Chelatbildung mit Magnesium einen wichtigen Cofaktor für 
Metalloproteasen bindet. Die Proteasen werden in ihrer Aktivität reduziert, wodurch die 
Proteolyse der Proteine, u. a. HSA, inhibiert ist. 
III.3.1.4 Proteinstabilisatoren 
Die Zugabe von Stabilisatoren wie Polyvinylpyrrolidon (PVP), Gelatine und Pluronic® L61 
führte zu signifikanten Produktivitätssteigerungen. PVP wurde oftmals als Stabilisator für 
sekretierte Proteine eingesetzt (LaCount et al., 1997; Magnuson et al., 1996; Sharp and Doran, 
2001). LaCount et al. erzielten z. B. durch die Zugabe von PVP die 35-fache Menge an 
monoklonalem Antikörper. Im Rahmen dieser Arbeit führte PVP jedoch nur zu einem 
Verbesserungsfaktor von 6 (Abb. 10,Tab. 26). Diese proteinspezifische stabiltitätsfördernde 
Wirkung verschiedener Substanzen wurde bereits beschrieben (James and Lee, 2001). Die 
Wirkung von Gelatine auf die Stabilität von Antikörpern (Ryland et al., 2000; Wongsamuth 
and Doran, 1997) konnte bereits gezeigt werden. In dieser Arbeit wurde durch die Zugabe von 
Gelatine eine Erhöhung des extrazellulären HSA um das 17-fache beobachtet (Abb. 10, Tab. 
26). Die Zugabe von Pluronic® L61, einem Antischaummittel, welches später im Rahmen der 
Schaumbekämpfung in den Rührreaktoren (III.4.1.1) zum Einsatz kam, führte im Vergleich 
zur Kontrolle zu einer 7-fachen HSA-Akkumulation im Medium. Der stabilisierende Effekt 
von Antischaummitteln auf Polyethylenglykolbasis ist schon beschrieben worden (Lee and 
Lee, 2002). Die Substanzen Glycin-Betain und Ectoin dienen i. d. R. als kompatible Solute, 
welche eine stabilisierende Wirkung auf eine Reihe von Proteinen ausüben können (Barth et 
al., 2000; Sakamoto and Murata, 2002). Bezogen auf die Stabilität des HSA zeigte hier jedoch 
nur Glycin-Betain einen leichten Effekt (Tab. 26). 
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Abb. 10 Einfluss verschiedener Additive auf die extrazelluläre HSA-Akkumulation. 
Die transgene BY-2 Suspensionskultur wurde unter den allgemeinen Bedingungen (II.3) in Dreifachansätzen 
unter dem Einfluss verschiedenster Additive (II.5) 10 Tage kultiviert. Die entnommenen und aufgearbeiteten 
Proben (II.3.3) wurden im ELISA (II.7.3) zur extrazellulären HSA-Bestimmung eingesetzt. Dargestellt wird hier 
die extrazelluläre HSA-Konzentration in mg pro L Suspension. A: Einfluss von 0,8 g·L-1 PVP nach Zugabe an 
Tag 0, 3 und 5. B: Einfluss von 2850 mg·L-1 und 4750 mg·L-1 KNO3 nach Zugabe an Tag 0. C: Einfluss von 
0,5 % (w/v) Gelatine nach Zugabe an Tag 0, 3 und 5. D: Einfluss von 5 und 10 mM EDTA nach Zugabe an Tag 
6. Die jeweiligen Kontrollansätze, in denen die BY-2 Suspension in herkömmlich erhältlichem MS Medium 
ohne Variation und ohne zusätzliche Additive kultiviert wurden, sind in den verschiedenen Graphen dargestellt.  
III.3.2 Kombination produktivitätssteigernder Substanzen 
Im weiteren Verlauf der Medienoptimierung wurden die produktivitätssteigernden 
Konzentrationen der Medienkomponenten sowie sekretions- und stabilitätsfördernde 
Substanzen kombiniert (Tab. 16). Die Resultate werden in Tab. 27 und Abb. 11 zusammen-
gefasst.  
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Tab. 27 Resultate der Kombinationen verschiedener Makroelemente und Proteinstabilisatoren (Tab. 16).  
Parameter S1N2 SP3 SNP PN G4E5 EPVP6 NPlur7 NL-G8 PlurL-G NL-GPlur 
max. cHSA  
[mg·LÜS-1] 
1,05 0,52 1,05 0,80 1,23 0,85 2,4 1,7 2,8 4,3 
max. cHSA  
[mg·LSUS-1] 
0,35 0,29 0,48 0,48 0,95 0,59 1,4 1,0 1,4 2,6 
Faktor 2 0 2 5 8 5 6 4 7 11 
Abweichung 
[%] 
5 - 10 20 25 35 40 25 34 25 
Dargestellt werden die maximalen extrazellulären HSA-Konzentrationen in einem Liter Überstand (max. cHSA 
[mg·LÜS-1]) und in einem Liter Suspension (max. cHSA [mg·LSUS-1]). Des Weiteren wird ein Verbesserungsfaktor 
angegeben. 1S= Saccharose, eingesetzt wurden hier 20 g·L-1, 2N= Nitrat, eingesetzt wurden hier 4750 mg·L-1 
KNO3 und 4125 mg·L-1 NH4NO3, 3P= Phosphat, eingesetzt wurden hier 200 mg·L-1, 4G= Gelatine, eingesetzt 
wurden hier 0,5 % (w/v), 5E= EDTA, eingesetzt wurden hier 5 mM, 6PVP= eingesetzt wurden hier 0,8 g·L-1, 
7Plur= Pluronic® L61, eingesetzt wurden hier 0,01 % (v/v), 8L-G=L-Glutamin. Eingesetzt wurden hier 
750 mg·L-1 
Die dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass durch die Kombination zweier oder 
mehrerer produktivitätsfördernder Substanzen die einzelnen Verbesserungsfaktoren nicht 
summiert werden. Die produktivitätsfördernde Wirkung einzelner Substanzen wurde z. T. in 
Kombination mit anderen Additiven aufgehoben. Die Erhöhung der Nitratkonzentration 
führte zu einer 17-fachen und die Zugabe des Antischaummittels Pluronic® L61 zu einer 7-
fachen Steigerung der extrazellulären HSA-Konzentration. Unter dem gleichzeitigen Einfluss 
beider Veränderungen konnte im Vergleich zur Kontrolle jedoch nur die 6-fache HSA-Menge 
im Überstand festgestellt werden. Weitere Untersuchungen, z. B. welchen Einfluss die 
Kombination von EDTA und PVP oder Gelatine und PVP auf die Produktivität der BY-2 
Kultur ausübt, zeigten ähnliche Resultate. In keinem der hier durchgeführten 
Kombinationsversuche konnte mehr extrazelluläres HSA ermittelt werden als in den 
vorangegangenen Studien (Tab. 26).  
Ergebnisse und Diskussion  63 
 
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
                                                    
48 96 144 192 240
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
DC
BA
H
SA
 ex
tra
ze
llu
la
r [
m
g·
L S
us
pe
ns
io
n-
1 ]
H
SA
 ex
tra
ze
llu
la
r [
m
g·
L S
us
pe
ns
io
n-
1 ]
Kultivierungszeit [h]Kultivierungszeit [h]
H
SA
 ex
tra
ze
llu
la
r [
m
g·
L S
us
pe
ns
io
n-
1 ]
Kultivierungzeit [h]
H
SA
 ex
tra
ze
llu
la
r [
m
g·
L S
us
pe
ns
io
n-
1 ]
Kultivierungszeit [h]
 Pluronic® L61 (0,01 %, v/v)
 Pluronic® L61 (0,01 %, v/v), c[KNO3] = 4,75 g·L
-1
 c[KNO3] = 4,75 g·L
-1
 Kontrolle
48 96 144 192 240
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5  PVP (0,8 g·L-1)
 PVP (0,8 g·L-1), EDTA (5 mM)
 EDTA (5 mM)
 Kontrolle
 
48 96 144 192 240
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0  Gelatine (0,5 %, w/v)
 Gelatine (0,5 %, w/v), EDTA (5 mM)
 Kontrolle
48 96 144 192 240
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5  c[KNO3] = 4,75 g·L
-1
 c[KNO3] = 4,75 g·L
-1, c[KH2PO4] = 200 mg·L
-1
 Kontrolle
 
Abb. 11 Einfluss verschiedener Kombinationen von Makroelementen und Proteinstabilisatoren auf die 
extrazelluläre HSA-Akkumulation.  
Die transgene BY-2 Suspensionskultur wurde unter den allgemeinen Bedingungen (II.3) in Dreifachansätzen 
unter dem Einfluss verschiedenster Additive (II.5) 10 Tage kultiviert. Die entnommenen und aufgearbeiteten 
Proben (II.3.3) wurden im ELISA (II.7.3) zur extrazellulären HSA-Bestimmung eingesetzt. Dargestellt wird hier 
die extrazelluläre HSA-Konzentration in mg pro L Suspension. A: Einfluss von 0,8 g·L-1 PVP und 4,75 g·L-1 
KNO3 (und 4,13 mg·L-1 NH4NO3) nach Zugabe an Tag 0. B: Einfluss von 0,8 g·L-1 PVP (nach Zugabe an Tag 0) 
und 5 mM EDTA (nach Zugabe an Tag 6). C: Einfluss von 0,5 % (w/v) Gelatine (nach Zugabe an Tag 5) und 
5 mM EDTA (nach Zugabe an Tag 6). D: Einfluss von 200 mg·L-1 KH2PO4 und 4,75 g·L-1 KNO3 (und 
4,13 mg·L-1 NH4NO3) nach Zugabe an Tag 0. Die jeweiligen Kontrollansätze, in denen die BY-2 Suspension 
ohne zusätzliche Additive kultiviert wurden, sind in den verschiedenen Graphen dargestellt. 
III.4 Fermentationsstrategien 
Im Rahmen der Maßstabsvergrößerung der Kultivierung der modifizierten BY-2 Zellkultur in 
den Rührkessel (im Folgenden als "Fermentation" bezeichnet) wurden die in I.5.2 erklärten 
Fermentationsstrategien (batch, fed-batch, kontinuierlich) eingesetzt. Zusätzlich wurden hier 
verschiedene Abwandlungen dieser Strategien benutzt. Die Durchführung der einzelnen 
Fermentationen wird in II.6.4 beschrieben. Die Bestimmungen und Messungen der für die 
Auswertung der Fermentationen wichtigen Parameter wie das PCV, das Frisch- und Trocken-
gewicht, der pH-Wert, der Partialdruck des Gelöstsauerstoffgehaltes und die Produktivität 
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werden in II.6.3.1, II.6.3.2, II.6.3.3 und II.6.3.4 beschrieben. Die Ergebnisse der Zellkultur-
fermentationen werden in III.4.1 bis III.4.4 dargestellt. 
III.4.1 batch Fermentation 
Im Verlauf dieser Arbeit wurden verschiedene Bedingungen für die batch Fermentationen 
gewählt und unterschiedliche Parameter wie Nährmedium und Rührergeschwindigkeit 
untersucht. Des Weiteren wurden die während der Medienoptimierung erzielten 
produktivitätssteigernden Wirkungen einzelner Medienkomponenten und Additive z. T. im 2- 
und/oder 5-L-Maßstab überprüft (Tab. 17). Die einzelnen batch Fermentationen wurden, wie 
in II.6.4.1 beschrieben, durchgeführt. Auf eine detaillierte Darstellung jeder einzelnen batch 
Fermentation wird hier verzichtet. In Tab. 28 werden die wichtigsten Daten zusammengefasst. 
Die Resultate der batch Fermentation in MS Medium mit Antischaummittel (Nummer 3, Tab. 
17 und Tab. 28) werden im weiteren Verlauf der Arbeit als Vergleichsbasis für die Resultate 
anderer Fermentationsstrategien eingesetzt. Die Resultate dieser Fermentation werden hier 
detailliert dargestellt (III.4.1.4).  
III.4.1.1 Schaumbildung: Einfluss eines Antischaummittels 
Während der Arbeit wurde die Problematik der Schaumbildung durch die BY-2 Suspensions-
kultur deutlich. Nach einer Fermentationsdauer von 7 Tagen wurden die Fermentationen 
oftmals aufgrund der Schaumbildung und der daraus resultierenden Verstopfung des Abluft-
filters, inhomogener Fermentationsbrühe und inhomogener Probennahmen abgebrochen. 
Jedoch wurden z. T. Fermentationsdauern von über 7 Tagen verlangt, so z. B. bei batch 
Fermentation mit Medienaustausch unter Zellrückhaltung sowie bei kontinuierlichen Prozess-
führungen. Demnach wurde im weiteren Verlauf der Arbeit der Einsatz eines Antischaum-
mittels (Pluronic® L61, BASF, Mount Olive, New Jersey) intensiv untersucht. In 
verschiedenen batch Fermentationen (Tab. 17), aber auch in parallel durchgeführten Schüttel-
kolbenversuchen (II.5) wurde zunächst der Einfluss von Pluronic® L61 auf das Wachstums- 
und das Produktionsverhalten der transgenen BY-2 Kultur getestet. In Abb. 12 ist die 
Entwicklung der Biomasse während verschiedener Fermentationen mit und ohne Antischaum-
mittel dargestellt. Die wachstumsinhibierende Wirkung von Pluronic® L61 wird deutlich: 
nach einer Fermentationsdauer von ca. 7 Tagen wurde in den Fermentationen ohne Anti-
schaummittel ein Frischgewicht von ca. 325 g·L-1 erreicht, wohingegen unter Einfluss von 
Pluronic® L61 zu diesem Zeitpunkt ein Frischgewicht von ca. 225 g·L-1 erzielt wurde.  
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Abb. 12 batch Fermentationen der HSA exprimierenden BY-2 Suspensionskultur mit und ohne 
Antischaummittel. 
Die transgene BY-2 Suspensionskultur wurde in batch Fermentation im 1,75 L-Maßstab mit und ohne 
Antischaummittel (Pluronic® L61), wie in II.6.4.1 beschrieben, kultiviert. Dargestellt wird hier der Einfluss von 
Pluronic® L61 auf die Biomassebildung. Angegeben ist hier die Zunahme des Frischgewichtes (FW).  
Die Produktivität der BY-2 Kultur hinsichtlich der HSA-Akkumulation im Medium wurde 
durch die Zugabe des Antischaummittels positiv beeinflusst. Anhand der unten dargestellten 
Western Blots (Abb. 13) wird die produktivitätssteigernde Wirkung von Pluronic® L61 
deutlich. Unter Einfluss des Antischaummittels wurde wesentlich mehr HSA im Medium 
akkumuliert als unter herkömmlichen Bedingungen. Des Weiteren wurde dieses Maximum 
auch zu einem früheren Fermentationszeitpunkt erreicht. Wie schon erwähnt, wurde im 
Rahmen der Medienoptimierung (Tab. 26) ein Verbesserungsfaktor von 7 durch die Zugabe 
von Pluronic® L61 auf das extrazellulär vorliegende HSA erzielt. Dieser Faktor konnte 
während der Maßstabsvergrößerung beibehalten bzw. verbessert werden, worauf an anderer 
Stelle noch eingegangen wird (III.4.1.2). Die intrazelluläre HSA-Konzentration wurde durch 
Pluronic® L61 nicht beeinflusst. 
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Abb. 13 Western Blot Analyse zum Nachweis der extrazellulären HSA-Akkumulation. 
Immunologischer Nachweis der HSA-Akkumulation im Medium. Zelllinie 38 wurde hier unter den allgemeinen 
batch Bedingungen in Rührreaktoren (II.6.4.1) kultiviert. A zeigt die Akkumulation des HSA im Medium 
während einer batch Fermentation ohne Antischaummittel. B stellt die extrazelluläre HSA-Akkumulation 
während einer batch Fermentation mit Antischaummittel (Pluronic® L61) dar. Untersucht wurden hier jeweils 
16 µL der zellfreien Proben (in h angegeben). Das Probenmaterial wurde mittels PAA-Gelelektrophorese (10 %) 
(II.7.1) aufgetrennt, durch den Western Blot auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (II.7.2), durch die 
Antikörper G-α-HSA und R-α-GAP detektiert und die Proteinbanden schließlich durch NBT/BCIP visualisiert. 
Als Größenmarker wurde hier der „Prestained Protein Marker“ (PPM, NEB) verwendet. Zur Kontrolle wurden 
10 ng HSA-Standard (HSA, Sigma) eingesetzt. 
III.4.1.2 Maßstabsübertragung 
Die Übertragung der Resultate aus dem kleinen, im Labor eingesetzten Maßstab in den 
großen, industriellen Maßstab ist eine wichtige Vorraussetzung für die Prozessentwicklung. 
Um dieses gewährleisten zu können, müssen die Prozessparameter wie 
Rührergeschwindigkeit und Begasung an den größeren Maßstab angepasst werden. Eine 
einfache Übertragung der Parameter ist hier nicht möglich. Eine Maßstabsübertragung im 
klassischen Sinne fand während dieser Arbeit nicht statt. Verfahrenstechnische Größen wie 
die Schüttelfrequenz, Leistungseintrag des Rührers und die Sauerstofftransferrate (OTR) 
wurden nicht berücksichtigt. Hier sollte gezeigt werden, dass die im Rahmen der 
Medienoptimierung im 25 mL Maßstab erzielten Produktivitätssteigerungen in den 
Rührreaktor übertragen werden konnten (Tab. 17). Die Resultate dieser Fermentationen 
werden in Tab. 28 zusammengefasst und in III.4.1.3 diskutiert. Der in Tab. 26 angegebene 
jeweilige Verbesserungsfaktor konnte in diesen Fermentationen weitgehend eingehalten und 
z. T. sogar erhöht werden. Repräsentativ wird hier auf die Maßstabsübertragung der 
produktivitätssteigernden Wirkung von Pluronic® L61 eingegangen. Abb. 14 zeigt deutlich, 
dass die im Schüttelkolben durch die Zugabe von Pluronic® L61 erzielte Verbesserung der 
HSA-Akkumulation im Medium in den Bioreaktor übertragen werden konnte. Der 
angegebene Faktor von 7, der sich auf die jeweiligen Kontrollansätze bezieht, konnte im 
Bioreaktor sogar auf den Faktor 11 erhöht werden. 
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Abb. 14 Maßstabsübertragung vom Schüttelkolben (25 mL) in den Bioreaktor (1,75 L). 
Die transgene BY-2 Kultur wurde unter Einfluss von Pluronic® L61 (0,01 %, v/v) und im nicht modifizierten 
MS Medium (Kontrolle) im Rahmen der Medienoptimierung (II.5) im Schüttelkolben mit einem Arbeitsvolumen 
von 25 mL kultiviert. Des Weiteren wurde die BY-2 Suspension unter gleichen Bedingungen im 1,75-L-Maßstab 
im Bioreaktor kultiviert (II.6.4.1). Dargestellt sind die durch ELISA (II.7.3) ermittelten maximalen 
extrazellulären HSA-Konzentrationen. Hervorgehoben werden hier die im Schüttelkolben und im Bioreaktor 
erzielten Verbesserungsfaktoren im Vergleich zum jeweiligen Kontrollansatz.  
III.4.1.3 Vergleich der batch Fermentationen 
Die Resultate der unterschiedlichen batch Fermentationen (Tab. 17) werden, wie schon 
erwähnt, in Tab. 28 beschrieben. Der entscheidende Parameter ist hier die Produktivitäts-
steigerung (bezogen auf eine Erhöhung der Akkumulation der extrazellulären HSA-
Konzentration). Betrachtet wird die maximale extrazelluläre HSA-Konzentration in einem 
Liter Überstand (max. cHSA [mg·LÜS-1] ) sowie das zu diesem Zeitpunkt (t [h]) der 
Fermentation erreichte PCV [%]. Die angegebene Konzentration berücksichtigt jedoch nicht 
die Entwicklung der Biomasse. Entscheidend ist die aus einem Liter Fermentationsbrühe 
geerntete Menge HSA. Der direkte Vergleich zwischen den unterschiedlichen Fermentationen 
ist durch die maximale extrazelluläre HSA-Konzentration pro Liter Suspension 
[Fermentationsbrühe, (max. cHSA [mg·LSUS-1] )], durch den Produktausbeutekoeffizienten 
(YP/X: YProdukt/Biomasse) und durch die volumetrische Produktivität (PVProdukt/Fermentationsbrühe/Zeit) 
möglich. Des Weiteren wird hier ein Faktor angegeben, der die Erhöhung der extrazellulären 
HSA-Konzentration im Vergleich zur herkömmlich durchgeführten batch Fermentation (Tab. 
28, batch 1 und 2) und somit die Verbesserung des Prozesses beschreibt.  
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Tab. 28 Zusammenfassung der Resultate der verschiedenen batch Fermentationen.  
batch Additiv/Veränderung 
der Parameter 
PCV 
[%] 
t 
[h] 
max. cHSA  
[mg·LÜS-1]1 
max. cHSA 
[mg·L-1 SUS]2 
max. YP/X 
[mg·g-1] 
max. PV 
[mg/L·h-1] 
F3 
1 - 59 168 0,40 0,17 0,001 0,001 - 
2 - 28 117 0,38 0,27 0,002 0,002 - 
3 Pluronic®L61 49 145 4,20 2,14 0,016 0,017 11 
4 Pluronic®L61, PVP 39 140 3,90 2,38 0,018 0,016 11 
5 Nitrat, Pluronic®L61 51 216 7,60 3,72 0,030 0,020 20 
6 dO20 50 % 50 121 0,34 0,17 0,001 0,002 0 
7 Rührer:= 300 rpm 29 91 0,23 0,17 0,002 0,001 0 
1ÜS= Überstand, 2SUS= Suspension, 3F= Faktor  
Die höchste extrazelluläre HSA-Konzentration wurde unter Einfluss von erhöhter Nitrat-
konzentration und dem Antischaummittel Pluronic® L61 erreicht (batch 5, Tab. 28, 
7,6 mg·L - 1Überstand). Im Vergleich zu einer herkömmlichen batch Fermentation in MS 
Medium ohne diese Additive (batch 2, Tab. 28) konnte hier die 20-fache Menge an HSA pro 
Liter Überstand und die 14-fache Menge pro Liter Fermentationsbrühe, bezogen auf das 
Arbeitsvolumen des Bioreaktors, geerntet werden. In dieser Fermentation wurden zwei 
produktivitätsfördernde Substanzen (Tab. 26) kombiniert. Im Rahmen der Medienoptimierung 
(III.2) wurde gezeigt, dass diese Kombination im Schüttelkolben zu keiner Summierung der 
Verbesserungsfaktoren führte. Die vereinzelte Zugabe von Pluronic® L61 erzielte die 7-fache 
und die erhöhte Nitratkonzentration die 17-fache HSA-Akkumulation im Medium (Tab. 26). 
Die Kombination dieser Additive ergab eine im Vergleich zur Kontrolle 6-fach erhöhte 
extrazelluläre HSA-Konzentration. (Tab. 27). Während der batch Fermentation im Bioreaktor 
führte diese Kombination jedoch zu einer deutlichen Steigerung der extrazellulären HSA-
Akkumulation (Abb. 15). Die maximale extrazelluläre HSA-Konzentration wurde nach ca. 
200 h ermittelt. Die Kontrollfermentation musste jedoch aufgrund starker Schaumbildung 
schon nach einer Fermentationsdauer von 168 h abgebrochen werden. Der 
Verbesserungsfaktor von 20 bezieht sich daher auf die maximale HSA-Konzentration von 
0,38 mg·L-1. Auch hier addierten sich die Verbesserungsfaktoren der einzelnen Varianten in 
der Kombination nicht. Allerdings lieferte diese Kombination in dieser Prozessführung die im 
Rahmen dieser Arbeit höchste ermittelte HSA-Konzentration. Die Kombination von PVP und 
Pluronic® L61 (batch 4, Tab. 28 und Abb. 15) resultierte in einer maximalen HSA-
Konzentration von ca. 4 mg·L-1. Schon der alleinige Einfluss von Pluronic® L61 (batch 3, 
Tab. 28 und Abb. 15) führte zu dieser Konzentration, so dass die Kombination dieser beiden 
produktivitätsfördernden Substanzen keine Erhöhung des Faktors mit sich brachte. Die 
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Veränderung der Rührergeschwindigkeit sowie die Erhöhung des Sauerstoffsollwertes (batch 
6 und 7, Tab. 28) führten zu keiner verbesserten Produktivität der transgenen BY-2 Kultur. 
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Abb. 15 Ergebnisse des ELISA zur Bestimmung der extrazellulären HSA-Akkumulation während 
verschiedener batch Fermentationen. 
Die transgene BY-2 Kultur wurde unter verschiedenen Bedingungen in batch Fermentationen im 1,75-L 
Maßstab kultiviert (II.6.4.1). Die täglich entnommenen und aufgearbeiteten Proben (II.6.3.4) wurden im ELISA 
(II.7.3) zur extrazellulären HSA-Bestimmung eingesetzt. Dargestellt sind hier die Resultate der Fermentationen 
unter Einfluss von Pluronic® L61 (0,01 %, v/v) und erhöhter Nitratkonzentration (c[KNO3]= 4,75 g·L-1 und 
c[NH4NO3]= 4,125 g·L-1), Pluronic® L61 (0,01 %, v/v) und PVP (c[PVP]= 0,8 g·L-1), Pluronic® L61 (0,01 %, 
v/v) und einer Kontrollfermentation, in der das kommerziell erhältliche MS Medium ohne weitere Additive 
eingesetzt wurde. 
III.4.1.4 batch Fermentation als Referenz 
Aufgrund der hier erzielten Resultate, wurde Pluronic® L61 in allen folgenden 
Fermentationen in einer Konzentration von 0,01 % (v/v) eingesetzt, wodurch sowohl die 
Schaumbildung verhindert wurde und dadurch längere Fermentationsdauern ermöglicht 
wurden als auch das sekretierte HSA im Medium stabilisiert und somit die Produktivität 
erhöht wurde. In Abb. 16 wird die Substrat- und Biomasseentwicklung sowie der Verlauf des 
pH-Wertes, der Gelöstsauerstoffkonzentration und der Öffnungsintervalle des Sauerstoff-
kontrollventils einer solchen batch Fermentation beschrieben. Die Akkumulation des intra- 
und extrazellulär vorliegenden HSA wurde bereits in Abb. 9 gezeigt. Die BY-2 Kultur zeigte 
in dieser Fermentation charakteristischen Wachstums- und Substratkonsum und Produktions-
kinetiken. Das am Ende der Fermentation erreichte maximale Frischgewicht von ca. 320 g·L-1 
und das Trockengewicht von 10 g·L-1 sowie das maximale PCV von 66 % liegen im 
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erwarteten Bereich. Die Entwicklung des Trockengewichtes unterscheidet sich jedoch 
deutlich von der des Frischgewichtes: während letztgenanntes im Laufe der Fermentation 
stetig zunahm, zeigten die Trockengewichte ab einer Fermentationsdauer von 144 h eine 
abnehmende Tendenz. Diese Entwicklung ist auf die Veränderung der Zellen in den unter-
schiedlichen Wachstumsphasen zurückzuführen. Während in der frühen log-Phase relativ 
kleine, runde Zellen mit kleinen Vakuolen vorhanden sind, treten in der späten log-Phase 
größere Zellen mit einem wesentlich höheren intrazellulärem Wassergehalt auf (Hellwig, 
2000). Durch den Trocknungsprozess zur Bestimmung des Trockengewichtes verlieren die 
Zellen dieses Wasser. Je höher der Wassergehalt ist, desto niedriger ist der Anteil des 
Trockengewichts am Frischgewicht. Auf den für PZK typischen Verlauf des pH-Wertes und 
den Substratverbrauch wurde bereits in III.2 eingegangen. Anhand von Abb. 16 wird erneut 
deutlich, dass der Verlauf der Öffnungsintervalle des Begasungsventils die biologische 
Aktivität der BY-2 Zellkultur während der Fermentation widerspiegelt. Die Zellen befinden 
sich nach einer lag-Phase von ca. 3 Tagen in der exponentiellen Wachstumsphase und 
benötigen dementsprechend viel Sauerstoff, so dass im weiteren Verlauf der Fermentation die 
Gelöstsauerstoffkonzentration den Sollwert von 20 % unterschreitet, obwohl das Belüftungs-
ventil zu 100 % geöffnet ist. In diesem Zeitraum (135 h bis 166 h) werden die Zellen mit 
einer Rate von 0,01 vvm begast. Die maximale HSA-Konzentration von 4 mg·L-1 Überstand 
ergab sich bei ca. 140 h (Abb. 9), wodurch die wachstumsgekoppelte Akkumulation des HSA 
im Medium deutlich wird. Zu diesem Zeitpunkt erzielte die BY-2 Kultur eine volumetrische 
Produktivität von 0,017 mg/L·h-1. Die hohe HSA-Konzentration ist wie schon oben erwähnt 
auf die proteinstabilisierende Wirkung des Antischaummittels (Pluronic® L61) zurück-
zuführen.  
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Abb. 16 batch Fermentation der HSA exprimierenden BY-2 Suspension.  
Die transgene BY-2 Suspensionskultur wurde in einer batch Fermentation im 1,75 L-Maßstab, wie in II.6.4.1 
beschrieben, kultiviert. In der oberen Hälfte des Graphen ist der Substratverbrauch sowie die Biomasse-
entwicklung in Form des Frischgewichtes (FW) und des Trockengewichtes (TW) während der Fermentation 
dargestellt. In den unteren Graphen ist die Gelöstsauerstoffkonzentration (dO2) und die Öffnung des Luftventils 
(dO2 Kontrollventil/cdO2) über der Fermentationsdauer und der pH-Wert-Verlauf sowie das PCV über der 
Fermentationszeit aufgetragen. 
III.4.2 batch Fermentation mit Medienaustausch unter Zellrückhaltung 
Als Vorlage für diese Fermentation galten die Resultate der in III.4.1 beschriebenen batch 
Fermentation. Das Produktionsmaximum wurde hier in Verbindung mit dem Wachstums-
verhalten der Zellkultur gesehen, so dass die höchste volumetrische Produktivität bezüglich 
des HSA bei einem PCV von ungefähr 40 % gegeben war. Zu diesem Zeitpunkt (140 h) fand 
der Medienaustausch unter Zellrückhaltung statt. Dazu wurde der Rührer gestoppt und das 
Medium nach Sedimentation der Zellen unter sterilen Bedingungen abgepumpt. Im Anschluss 
daran wurde frisches Medium hinzugeführt. Das Volumen des zugefütterten Mediums 
entsprach dem des geernteten Mediums (600 mL). Die Ergebnisse dieser Fermentation 
werden in Abb. 17 dargestellt. Anhand der Biomasseentwicklung (Abb. 17) wird deutlich, 
dass sich die BY-2 Zellkultur unmittelbar nach dem Medienaustausch (siehe Pfeil bzw. 
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Einbruch im Verlauf der Echtzeitmeßdaten bei 144 h) kurzzeitig in der lag-Phase befanden. 
Im Anschluss daran traten die Zellen in eine zweite exponentielle Wachstumsphase ein und 
erreichten nach einer Fermentationszeit von 260 h ein PCV von ca. 80 %, welches bis zum 
Ende der Fermentation konstant blieb. Eine solch hohe Biomasse konnte in herkömmlichen 
batch Fermentationen nicht erzielt werden. Die Sauerstoffaufnahmerate der Kultur sank im 
Anschluss an den Medienaustausch ebenfalls kurzzeitig ab, stieg jedoch kurz darauf an. Bis 
zu einer Fermentationsdauer von ungefähr 168 h blieb das Sauerstoffkontrollventil zu 100 % 
geöffnet. Die Gelöstsauerstoffkonzentration erreichte wieder den Sollwert von 20 %. 
 
Unmittelbar vor dem Medienaustausch konnte eine extrazelluläre HSA-Konzentration von ca. 
2 mg·L-1 Überstand bestimmt werden. Im Vergleich zur batch Fermentation ist dieser Wert 
erstaunlich niedrig (Abb. 9). Das in vorangegangenen Fermentationen reproduzierte 
extrazelluläre HSA-Maximum von 4 mg·L-1 Überstand bei einem PCV von ca. 40 % konnte 
hier nicht bestätigt werden. Die Vorbereitung und Durchführung dieser Fermentation war bis 
zum Medienaustausch identisch mit der der Referenzfermentation. Die Ursache des 
Konzentrationsunterschiedes zur herkömmlichen batch Fermentation liegt wahrscheinlich in 
der einzigen Diskrepanz der Fermentationen, im Bereich des Inokulums. Die für BY-2 Zellen 
charakteristische Aggregatbildung kann zu inhomogenen Vorkulturen führen. Demnach 
können Unterschiede in der metabolischen Aktivität der einzelnen Vorkulturen auftreten. 
Solche Unterschiede können im späteren Fermentationsverlauf zu Schwankungen im 
Wachstums- und Produktionsverhalten führen.  
 
Bedingt durch den Medienaustausch fiel die HSA-Konzentration auf ca. 1 mg·L-1 Überstand. 
Nach einigen Schwankungen der HSA-Konzentration im weiteren Fermentationsverlauf 
konnte jedoch ab 240 h eine erneute Zunahme von HSA im Medium festgestellt werden. 
Nach 280 h konnte ein zweites HSA-Maximum von 4,5 mg·L-1 Überstand ermittelt werden. 
Somit wurde die maximale extrazelluläre HSA-Ausbeute in dieser Fermentation um das 2-
fache gesteigert.  
 
Im Vergleich zur herkömmlichen batch Fermentation, welche die Degradation des Proteins 
nach 140 h zeigte, kann eine Optimierung der extrazellulären HSA-Akkumulation durch einen 
Medienaustausch unter gleichzeitiger Zurückhaltung der Biomasse festgehalten werden. Die 
Biomasse konnte durch diese Prozessstrategie erheblich erhöht werden. Industriell interessant 
werden solche Resultate bei „repeated batch“ Fermentationskaskaden. Leider konnte diese 
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Fermentationsstrategie aus zeitlichen Gründen im Rahmen dieser Arbeit nicht verfolgt 
werden.  
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Abb. 17 batch Fermentation mit Medienaustausch unter Zellrückhaltung der transgenen BY-2 
Suspension. 
Die Fermentation wurde wie in II.6.4.2 durchgeführt. Das Medium wurde nach einer Fermentationsdauer von 
140 h Stunden ausgetauscht (im Diagramm gekennzeichnet). Dargestellt sind hier der pH-Wert-Verlauf und das 
PCV über der Fermentationszeit sowie die Gelöstsauerstoffkonzentration (dO2) und die Öffnung des Luftventils 
(dO2 Kontrollventil/cdO2) über der Fermentationszeit aufgetragen. Die Zunahme der Biomasse wird neben dem 
PCV-Verlauf durch die Zunahme des Frischgewichtes (FW) und des Trockengewichtes (TW) beschrieben. Die 
Produktivität der BY-2 Zellkultur bezüglich der intra- und extrazellulären HSA-Konzentration ist ebenfalls 
dargestellt. 
III.4.3 fed-batch Fermentation 
Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von fed-batch Fermentationen durchgeführt 
(Tab. 19). Die Resultate der einzelnen Fermentationen werden hier nicht dargestellt. Alle hier 
untersuchten fed-batch Fermentationen erzielten eine im Vergleich zur jeweiligen batch 
Kontrollfermentation niedrigere Produktivität. Sowohl intra- als auch extrazellulär wurde 
weniger HSA ermittelt als in einer herkömmlich durchgeführten batch Fermentation. Somit ist 
die fed-batch Fermentationsstrategie unter den hier untersuchten Bedingungen nicht geeignet, 
um die Produktivität der transgenen BY-2 Kultur zu steigern.  
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Ein weiterer Grund für den Einsatz der fed-batch Prozessführung war die Untersuchung der 
Polysaccharidbildung durch die BY-2 Zellkultur bei niedrigen Zuckerkonzentrationen. Diese 
Polysaccharidbildung und die dadurch hervorgerufene Viskositätserhöhung der 
Fermentationsbrühe stellte sich während dieser Arbeit als problematisch bei der Aufreinigung 
des Proteins heraus. Durch die fed-batch Fermentationen, in denen 5 g·L-1 Saccharose 
vorgelegt wurde, konnte eine Verzögerung der Polysaccharidsekretion beobachtet werden.  
III.4.4 Kontinuierliche Fermentation  
Durch die kontinuierliche Prozessführung sollte die Produktivität der BY-2 Suspensionskultur 
über einen längeren Zeitraum hinweg konstant gehalten werden. Die Bedingungen der 
kontinuierlichen Fermentation sind in II.6.4.4 beschrieben. Aufgrund der in III.4.1.1 erzielten 
Resultate wurde Pluronic® L61 als Antischaummittel sowohl im Bioreaktor als auch im 
„Feed“ vorgelegt. In Abb. 18 werden die Ergebnisse der kontinuierlichen Fermentation 
(Nummer 3, Tab. 20) dargestellt.  
 
Während der batch Phase zeigten die Zellen das typische Wachstumsverhalten. Sowohl das 
PCV als auch das Frisch- und Trockengewicht lieferten zur herkömmlichen batch 
Fermentation vergleichbare Daten (vergleiche Abb. 12). Auch der pH-Wert zeigte einen 
ähnlichen Verlauf. Ab einer Fermentationsdauer von ca. 130 h konnte kein extrazelluläres 
Substrat mehr detektiert werden (Daten nicht gezeigt). Nach einer Fermentationsdauer von 
140 h wurde der Prozess in den kontinuierlichen Betrieb überführt. Die BY-2 Zellkultur 
erreichte hier ein PCV von 40 %. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine maximale HSA-
Konzentration von 4 mg·L-1 Überstand erwartet (Abb. 9). Ebenso wie in der batch 
Fermentation mit Medienaustausch unter Zellretention wurde hier eine niedrigere maximale 
HSA-Konzentration bestimmt. Die zu erwartende HSA-Konzentration von 4 mg L-1 
Überstand bei einem PCV von ca. 40 % konnte im Rahmen der Arbeit in batch 
Fermentationen mehrfach reproduziert werden. Sämtliche im batch Modus durchgeführte 
Arbeitsschritte waren identisch zu denen der herkömmlichen batch Fermentationen. Wie in 
III.4.2 beschrieben bezieht sich der einzige vorhandene Unterschied auf das Inokulum der 
verschiedenen Fermentationen. Demnach können Unterschiede in der metabolischen Aktivität 
der einzelnen Vorkulturen auftreten.  
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Das in einem kontinuierlichen Prozess angestrebte Fließgleichgewicht (I.5.2) wurde hier 
relativ schnell erreicht und konnte bis zu einer Fermentationsdauer von ca. 1200 h gehalten 
werden. Besonders deutlich wird dieses FGW anhand des weitgehend konstanten 
Wachstumsverhaltens (PCV und Frischgewicht) sowie am pH-Wert Verlauf. ten Hoopen et 
al. postulierten (1992) das Einstellen des Fließgleichgewichtes nach ca. 3-5maligem 
Austausch des Mediums. Unter den hier vorliegenden Bedingungen wäre das nach 15 bis 25 
Litern bzw. 12-20 Tagen der Fall. In der vorliegenden Fermentation wiesen die bestimmten 
Parameter jedoch schon zu früheren Zeitpunkten Tendenz zur Konstanz auf. Bereits ab dem 
fünften Tag  nach Überführung in den kontinuierlichen Prozessmodus konnten konstante 
Werte ermittelt werden. Der Erfolg der Zugabe des Antischaummittels wird durch die 
erreichte Fermentationsdauer von 50 Tagen deutlich. Während der gesamten 
Fermentationsdauer trat keine Schaumbildung auf. Dies ermöglichte zum Einen homogene 
Probenentnahmen und zum Anderen die kontinuierliche Prozessführung über ca. 50 Tage 
hinweg. 
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Abb. 18 Kontinuierliche Fermentation der HSA exprimierenden BY-2 Suspensionskultur.  
Die transgene BY-2 Suspensionskultur wurde in einer kontinuierlichen Prozessführung im 5-L-Maßstab, wie in 
II.6.4.4 beschrieben, kultiviert. In der oberen Hälfte des Graphen ist die extrazelluläre HSA-Akkumulation 
bestimmt durch ELISA (II.7.3) sowie die Biomasseentwicklung in Form des Frischgewichtes (FW) und des 
Trockengewichtes (TW) während der Fermentation dargestellt. In den unteren Graphen ist die Gelöst-
sauerstoffkonzentration (dO2) und die Öffnung des Luftventils (dO2 Kontrollventil/cdO2) über der 
Fermentationszeit und der pH-Wert-Verlauf sowie das PCV über der Fermentationszeit aufgetragen. 
III.5 Reinigung von HSA aus BY-2 Zellkulturen 
Die industrielle Anforderung an Expressionssysteme beinhaltet nicht nur die erfolgreiche 
Produktion eines stabilen und funktionalen Proteins. Auch die Reinigung des Proteins ist von 
entscheidender Bedeutung und kann in industriellen Prozessen einen Großteil der 
Gesamtproduktionskosten verursachen. Die Reinigung von rekombinantem HSA aus BY-2 
Zellkulturen wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht nur hinsichtlich der Entwicklung 
eines kostengünstigen Protokolles verfolgt. Durch die in II.7.5 erwähnte Massenspektrometrie 
sollten die Massenfragmente des rekombinanten HSA bestimmt werden. Diese Analyse setzt 
reines Probenmaterial voraus.  
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Im Rahmen der Arbeit wurden verschiedene Reinigungsverfahren untersucht. Dargestellt 
werden hier die Kationenaustauschchromatographie und die Affinitätschromatographie 
mittels HSA-Antikörper-gekoppelter Agarose. Zunächst wurde geprüft, ob sich die in 
industriellen Aufreinigungsprozessen von HSA eingesetzte Kationenaustauschchromato-
graphie auch für die Aufreinigung des hier exprimierten HSA eignet. Im Verlauf der Arbeit 
wurde deutlich, dass dieses Reinigungsverfahren zwar einen erfolgversprechenden Ansatz 
lieferte, jedoch die Konzentrationsverluste an HSA zu hoch waren. Die final erreichte HSA-
Konzentration reichte für eine Massenspektrometrie nicht aus.  
 
Um gereinigtes HSA in ausreichender Konzentration zu erzielen, wurde die o.g. Affinitäts-
chromatographie untersucht, in der mit einer HSA-spezifischen Matrix gearbeitet wurde. HSA 
konnte durch dieses Verfahren erfolgreich und in ausreichender Menge aufgereinigt werden. 
Jedoch stellt diese Affinitätschromatographie eine kostenspielige Variante dar, welche in 
einem industriellen Prozess nicht zum Einsatz käme.  
 
Im Folgenden werden die Resultate beider Methoden beschrieben, da beide als 
Ausgangspunkte oder Bestandteile von Reinigungsprozessen im industriellen Massstab 
dienen können. Im Rahmen des Promotionsvorhabens konnte diese Optimierung und 
Skalierung leider nicht mehr vorgenommen werden. 
III.5.1 Vorbereitung des Aufreinigungsmaterials 
Der Überstand der BY-2 Kultur wurde zunächst durch Vakuumfiltration von den Zellen ab-
getrennt. Pflanzenzellkulturen neigen dazu, im Laufe der Kultivierungen Polysaccharide in 
das Medium zu sekretieren. Diese z. T. hochviskosen Verbindungen behindern die zur Auf-
reinigung nötigen chromatographischen Verfahren (Verstopfung der Säulen). Durch 
Temperaturveränderungen wird die Viskosität der Polysaccharide erhöht, so dass eine 
Abtrennung vom BY-2 Kulturüberstand durch Zentrifugation erfolgen kann. Demnach wurde 
zur Beseitigung der Polysaccharide der Überstand eingefroren, aufgetaut und die viskose 
Matrix durch Zentrifugation von der Flüssigkeit abgetrennt. Der Überstand wurde auf die 
Bedingungen der unterschiedlichen chromatographischen Verfahren eingestellt. Neben dem 
Überstand der transgenen BY-2 Zelllinie 38 wurde auch der Überstand der Wildtyp BY-2 
Kultur untersucht. 
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III.5.2 Kationenaustauschchromatographie 
Die Kationenaustauschchromatographie ist ein Bestandteil des industriellen Aufreinigungs-
prozesses von in Hefen exprimiertem HSA (Smith, 1999). Es wurde untersucht, ob sich dieses 
Verfahren auch für in BY-2 Zellkulturen exprimiertem HSA eignet. Der anhand der 
Aminosäuresequenz theoretisch ermittelte isoelektrische Punkt (IEP) von HSA beträgt 5,6. 
Die verwendeten Puffer müssen demnach einen pH-Wert unterhalb des IEP aufweisen. In 
diesem Fall liegt HSA kationisch vor und die Bindung an die negativ geladene Matrix findet 
statt. Ein positiver Nebeneffekt der Kationenaustauschchromatographie ist die Abtrennung 
der negativ geladenen DNA-Fragmente, welche nicht an die anionische Matrix binden.  
 
Im Verlauf der Arbeit wurde die Problematik der Aufreinigung des HSA aus BY-2 Kulturen 
deutlich. Die BY-2 Kultur sekretierte ein Protein in das Medium, welches aufgrund fast 
identischer Größe (ca. 66 kDa) und ähnlichem Elutionsverhalten (Elution bei ca. 37 mS·cm-1) 
schwer von HSA isoliert werden konnte. Unter den hier untersuchten Bedingungen für eine 
Kationenaustauschchromatographie ist die in II.7.4.1 beschriebene die Erfolgversprechendste. 
 
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Kationenaustauschchromatographieschritte in Folge 
durchgeführt. Aufgund der für eine Aufreinigung äußerst geringen HSA-Konzentration wurde 
der BY-2 Kulturüberstand von 1,75 L zunächst durch eine erste Kationenaustausch-
chromatographie konzentriert. In diesem Lauf wurden durch einen Salzgradienten von 0 auf 
100 % in einem Schritt die kationisch vorliegenden Proteine in einer Fraktion gesammelt 
(Daten nicht gezeigt). In einem zweiten Kationenaustausch wurde diese Fraktion (7 mL) mit 
einem Gradienten von 0 auf 100 % in 20 SV in die verschiedenen Proteinfraktionen 
aufgetrennt. Durch diesen flachen Gradienten wurde die Trennschärfe erhöht, so dass 
insbesondere das o. g. Kontaminationsprotein erfolgreich vom HSA abgetrennt werden 
konnte.  
 
In Abb. 19 wird das Chromatogramm des zweiten Kationenaustausches dargestellt. Alle 
Fraktionen des Laufes wurden via PAA-Gelelektrophorese, Coomassie-Färbung (Abb. 20) 
und Western Blot Analyse (Daten nicht gezeigt) untersucht. HSA konnte nur in den 
Fraktionen 16 und 17 nachgewiesen werden. Das unerwünschte Kontaminiationsprotein, 
welches eine Größe von ca. 66 kDa aufweist, wurde in einem Leitfähigkeitsbereich von 
37 mS·cm-1 bis 45 mS·cm-1 (Fraktionen 7 bis 13) eluiert. HSA wurde erst bei einer Leit-
fähigkeit von ca. 48 mS·cm-1 (Fraktion 16) von der Säule eluiert. Die 66 kDa große 
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Proteinbande der Fraktion 16 wurde aus dem Gel ausgeschnitten (s. Pfeil in Abb. 20, C) und 
mittels der Massenspektrometrie untersucht. Leider konnten, wahrscheinlich aufgrund zu 
geringer Konzentration, keine Proteine detektiert werden. Neben der 66 kDa großen 
Proteinbande zeigte sich in dieser Fraktion eine Proteinbande im Größenbereich 30 kDa (s. 
Pfeil in Abb. 20, C). Aufgrund des Größenunterschiedes hätte dieses Protein vom HSA durch 
eine Gelfiltration abgetrennt werden können.  
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Abb. 19 Aufreinigung des HSA mittels Kationenaustauschchromatographie: Chromatogramm der 
zweiten Kationenaustauschchromatographie. 
Der Überstand der 7 Tage kultivierten transgenen BY-2 Zelllinie 38 wurde wie in II.7.4 beschrieben 
aufgearbeitet. Wie in II.7.4.1 dargestellt, wurde das Aufreinigungsmaterial zunächst durch eine erste Kationen-
austauschchromatographie konzentriert. In einem zweiten Schritt wurden die Proteine in einem Salzgradienten 
von 0 auf 100 % in 20 SV fraktioniert. Dargestellt sind die Chromatogramme des zweiten Aufreinigungslaufes.  
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Abb. 20 Aufreinigung des HSA mittels Kationenaustauschchromatographie. 
Der Überstand der 7 Tage kultivierten transgenen BY-2 Zelllinie 38 wurde, wie in II.7.4 beschrieben, 
aufgearbeitet und durch das in II.7.4.1 dargestellte Reinigungsverfahren in einem ersten Schritt konzentriert. Das 
Konzentrat wurde in einer zweiten Kationenaustauschchromatographie eingesetzt. Die Proteine wurden hier in 
einem Salzgradienten von 0 auf 100 % in 20 SV fraktioniert. Dargestellt sind die Resultate des zweiten 
Aufreinigungslaufes. 16 µL der Proben der Proteinfraktionen 2 bis 19 und des Loads (L) sowie des Durchflusses 
(FT) wurden in der PAA-Gelelektrophorese (II.7.1) analysiert. Als Größenmarker wurde in der 
Gelelektrophorese M12 (NEB) verwendet. Zur Kontrolle wurden in der Gelelektrophorese 500 ng HSA-Standard 
(ST; HSA, Sigma) eingesetzt. Dargestellt sind die Resultate der PAA-Gelelektrophorese aller Fraktionen mit 
anschließender Coomassiefärbung (A, B, C).  
III.5.3 Affinitätschromatographie mittels HSA-Antikörper-gekoppelter Agarose 
Die in III.5.2 untersuchte Chromatographie führte nicht zu den erwünschten Resultaten. Wie 
oben beschrieben, sollte unabhängig von der Entwicklung eines kostengünstigen 
Aufreinigungsprotokolls für in BY-2 Zellkulturen exprimiertem HSA die Massenfragmente 
des reinen HSA bestimmt werden. Demnach wurde zur Reinigung des HSA eine Affinitäts-
chromatographie eingesetzt. Hier wurde eine HSA-Antikörper-gekoppelte Matrix verwendet 
(II.7.4.2), welche eine hohe Affinität zu HSA aufwies. Die Matrix wurde zunächst mit 
Wildtypüberstand getestet, um mögliche Bindungen von Kontaminationsproteinen aufzu-
decken. Das ca. 66 kDa große kontaminierende Protein wurde mittels PAA-Gelelektrophorese 
mit anschließender Coomassiefärbung im Load und im Durchfluss detektiert.  
 
Die Elutionsfraktionen wiesen keine Proteinbanden auf (Daten nicht gezeigt). Bedingt durch 
die erhaltenen Resultate mit Wildtypüberstand wurde die HSA-spezifische Matrix nun für die 
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Aufreinigung des durch BY-2 Kulturen exprimierten HSA eingesetzt. Die Resultate sind in 
Abb. 21 dargestellt. Sowohl Load als auch Durchfluss wiesen hier Proteine im Größenbereich 
66 kDa auf. Im Western Blot konnte HSA im Load nachgewiesen werden. Im Durchfluss und 
in der Waschfraktion zeigten sich schwache Spuren von HSA. Die Elutionsfraktionen wiesen 
im Gel intensive Proteinbanden im Bereich 66 kDa und 45 kDa auf (Abb. 21, A, siehe Pfeile), 
welche im Western Blot deutliche HSA-spezifische Signale ergaben. Das besonders im 
Western Blot erkennbare Bandenmuster der Elutionsfraktionen wurde schon mehrfach 
beobachtet und ist bereits beschrieben (Kerry-Williams et al., 1998). Der hier aufgetragene 
HSA-Standard (ST) zeigte ein änliches Bandenmuster, wobei zusätzlich noch Signale im 
Größenbereich 83 kDa zu erkennen waren.  
BA
 
Abb. 21 Aufreinigung des HSA durch antikörpergekoppelte Matrix: PAA-Gelelektrophorese mit 
anschließender Coomassiefärbung und Western Blot mit immunologischer Detektion des HSA. 
Die während der Aufreinigung gesammelten Fraktionen wurden mittels SDS-PAGE (A) und Western-Blot 
analysiert (B): L= Load, FT= Durchfluss, W= Waschgang, E1 bis E4= Elution 1 bis Elution 4, das 
Elutionsvolumen entsprach hier je 200 µL, pH cip= Untersucht wurden hier jeweils 16 µL der Fraktionen. Das 
Probenmaterial wurde mittels PAA-Gelelektrophorese (10 %) (II.7.1) aufgetrennt (A), durch den Western Blot 
auf eine Nitrozellulosemembran transferiert (II.7.2), durch die Antikörper G-α-HSA und R-α-GAP detektiert und 
die Proteinbanden schließlich durch NBT/BCIP visualisiert. Als Größenmarker wurde in der Gelelektrophorese 
M12 (NEB) und im Western Blot der „Prestained Protein Marker“ (PPM, NEB) verwendet. Zur Kontrolle 
wurden 200 ng HSA-Standard (ST; HSA, Sigma) eingesetzt. 
Die Proteinbanden der Fraktion E3 (siehe Pfeilmarkierungen in Abb. 21 A) wurden aus dem 
Gel ausgeschnitten und die Massenfragmente mit Hilfe der Massenspektrometrie bestimmt. 
Das ca. 66 kDa große Protein konnte dabei eindeutig als HSA identifiziert werden. Das ca. 
45 kDa große Protein wurde als HSA-Fragment detektiert. Das kontaminierende 
Wildtypprotein konnte hier eliminiert werden. Die entsprechenden Analysen der 
Wildtypfraktionen ergaben signifikante Hinweise auf eine Carbohydratoxidase (ca. 60 kDa, 
Lactuca sativa) und auf ein Elektronencarrierprotein (ca. 60 kDa, Arabidopsis thaliana).  
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IV Abschlussdiskussion und Ausblick 
IV.1 Kryokonservierung 
Die transgene BY-2 Suspensionskultur konnte nach intensiven Studien erfolgreich 
eingefroren, aufgetaut und regeneriert werden. Während der Entwicklung des in II.4 
beschriebenen Protokolls wurde deutlich, wie entscheidend das Zusammenspiel der 
osmotischen Vorbehandlung, des Kryoprotektors und der Einfriermethode sowie der Auftau-
prozedur für eine erfolgreiche Kryokonservierung dieser PZK war.  
 
Ein weiterer ausschlaggebender Aspekt für das Gelingen der Herstellung von Kryokulturen 
war die Möglichkeit des kontrollierten Einfrierens mit genau definierten Kühlraten. Systeme 
wie „Mr. Frosty“ von Nalgene, die Kühlraten von minimal 1 K·min-1 erreichen, wurden im 
Rahmen dieser Studien ebenfalls eingesetzt, führten jedoch nicht zum Erfolg. Um niedrigere 
Kühlraten zu erreichen, wurde schließlich ein „Automatisches System zur 
Gefriersubstitution“ (Reichert AFS) verwendet, welches Kühlraten von bis zu 0,2 K·min-1 
ermöglicht. Der während des Einfrierens kritische Temperaturbereich liegt bei 0°C bis ca. –
35°C. In diesem Stadium ist die Gefahr der Kristallisation des Wassers und dem dadurch 
hervorgerufenen mechanischen Stress für die Zellen mit anschließendem Zelltod sehr hoch.  
 
Die Wirkung der Kryoprotektoren ist in diesem Temperaturbereich von wesentlicher 
Bedeutung. In dieser Arbeit wurde DGS eingesetzt, eine häufig verwendete Mischung aus den 
drei Kryoprotektoren DMSO, Glycerin und Saccharose. Die Inkubation der Zell-DGS-
Suspension bei Temperaturen von ca. 0 °C vor der Einfrierprozedur ist wichtig für die 
Penetration von DMSO und Glycerin in die Zelle. Während des Einfrierens ist das sogenannte 
„2-Step-Freezing“ - eine im Bereich der Kryokonservierung von PZK oft gewählte Methode - 
eingesetzt worden. Bis zu einer Temperatur von –35 °C wurde hier kontrolliert mit einer Rate 
von 0,25 K·min-1 gekühlt, um die oben beschriebene Kristallisation verhindern bzw. 
einschränken zu können. Im Anschluss daran wurden die Zellen direkt in flüssigen Stickstoff 
(-196 °C) überführt. Um eine Rekristallisation der intrazellulären Flüssigkeit während des 
Auftauens zu vermeiden, wurde diese Prozedur bei schnellen Raten (ca. 19,6 bis 
39,2 K · min -1) im vorgeheiztem Wasserbad (ca. 40 °C) durchgeführt. Die Zellen konnten 
allerdings sowohl mit als auch ohne DMSO zu Suspensionskulturen regeneriert werden.  
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2 Monate später wurden die regenerierten Suspensionskulturen im Vergleich zu den 
herkömmlich subkultivierten BY-2 Suspensionen Wachstums- und Produktionsanalysen 
unterzogen. Auszugsweise wurden die Resultate der Fermentationen im 1,75-L Maßstab 
beschrieben. Deutlich wurde, dass die eingefrorene, aufgetaute und regenerierte 
Suspensionskultur fast identische Wachstums- und Produktionskinetiken aufwies wie die 
wöchentlich umgesetzte Kultur. Die aufgetretenen Unterschiede lagen im Bereich der 
generellen Abweichung.  
 
Durch die im Rahmen dieser Arbeit erzielten Resultate konnte gezeigt werden, dass das 
Einfrieren transgener BY-2 Kulturen, eines häufig zur Herstellung rekombinanter Proteine in 
Pflanzensuspensionskulturen gewählten Systems, möglich ist. Die Kryokulturen können in 
einem Zeitraum von ca. 2 Monaten regeneriert und Suspensionskulturen aus den regenerierten 
Kalli etabliert werden. Das rekombinante Protein wurde in der aus der Kryokultur 
entwickelten Suspensionskultur in gleicher Rate exprimiert wie in der wöchentlich 
umgesetzten Vergleichskultur. Ein oft diskutierter Nachteil von PZK ist die genetische 
Instabilität des Systems während der traditionellen wöchentlichen Subkultivierung der 
Zellkultur und die dadurch hervorgerufene mangelnde Reproduzierbarkeit von 
Produktionsprozessen. Durch das hier entwickelte Protokoll kann die transgene BY-2 
Suspensionskultur als Kryokultur gelagert werden, ohne eine sichtbare Einschränkung im 
Wachstums- und Produktionsverhalten hervorzurufen. Somit kann eine wichtige GMP-
Anforderung, die Reproduzierbarkeit des für Produktionsprozesse verwendeten 
Ausgangsmaterials, garantiert werden. Wie sich in Diskussionen von Vertretern des IME mit 
Vertretern der EMEA im März 2006 herausstellte, ist die Sicherstellung der "consistency", 
also der Reproduzierbarkeit, eine der zentralen Fragen der EMEA hinsichtlich der Bewertung 
der Sicherheit von in pflanzlichen Systemen produzierten Pharmazeutika (pers. Mitteilung, 
Dr. J. Drossard, Dr. S. Hellwig, IME). 
IV.2 Medienoptimierung 
Die Resultate der bisherigen Variationen der Medienkomponenten zeigen, dass die 
kommerziell erhältlichen Nährmedien ein bislang wenig genutztes Optimierungspotenzial 
beinhalten. Die Nährmedien für PZK sind in den 50er bzw. 60er Jahren entwickelt worden 
und somit nicht auf das Wachstum und die Produktivität einzelner PZK abgestimmt. In den 
meisten der hier durchgeführten Versuchsreihen konnte eine Steigerung der Produktivität der 
BY-2 Kultur bezüglich des extrazellulären HSA festgestellt werden. Durch die Erhöhung der 
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Nitratkonzentration wurde eine bis zu 17-fache Steigerung der HSA-Akkumulation im 
Medium erzielt. Auch durch stabilitätsfördernde Substanzen wie PVP, dem Antischaummittel 
Pluronic® L61 und Gelatine konnten deutlich höhere extrazelluläre HSA-Konzentrationen 
erzielt werden (6 bis 17-fach). Die Kombination zweier oder mehrerer produktivitäts-
fördernder Substanzen resultierte im Schüttelkolben allerdings nicht in einer Summierung der 
einzelnen Verbesserungsfaktoren. Die enorme positive Wirkung der einzelnen Variationen 
wurde sogar durch die Kombination mit einer anderen positiv wirkenden Substanz 
aufgehoben. So führte z. B. die Kombination einer erhöhten Nitratkonzentration und 
Pluronic® L61 nur zu einer 6-fachen Erhöhung der extrazellulären HSA-Konzentration.  
 
Den bislang im Bereich der Expression rekombinanter Proteine in PZK höchsten erzielten 
Verbesserungsfaktor publizierten LaCount et al. (LaCount et al., 1997): unter Einfluss des 
Proteinstabilisators PVP konnte die 35-fache Menge an monoklonalem Antikörper, 
350 µg· L - 1, detektiert werden. Die Zugabe von Gelatine erzielte 75 µg·L-1 der schweren 
Kette eines monoklonalen Antikörpers und somit die 6,5-fache Steigerung (Ryland et al., 
2000). Wahl et al. veröffentlichten 1995 (Wahl et al., 1995) die 3-fache Erhöhung (30 µg·L-1) 
der rekombinanten schweren Kette eines monoklonalen Antikörpers durch die Behandlung 
mit DMSO. Ein detaillierter Überblick über den Einsatz von produktivitätsfördernden 
Substanzen wurde bereits in Hellwig et al. (Hellwig et al., 2004) gegeben.  
 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch die Medienoptimierung eine maximale extrazelluläre 
HSA-Konzentration von 2,7 mg pro Liter Überstand im Schüttelkolben und von 7 mg pro 
Liter Überstand im Bioreaktor ermittelt werden.  
IV.3 Fermentationsstrategien 
IV.3.1  batch Fermentationen 
Die Resultate der hier durchgeführten batch Fermentationen (III.4.1) zeigen ein für Pflanzen-
zellkulturen charakteristisches Wachstumsverhalten. Die im Rahmen der batch Fermentation 
erreichte maximale extrazelluläre HSA-Konzentration von 4 mg·L-1 nach einer 
Fermentationsdauer von ca. 140 h und einem PCV von ca. 40 % basiert auf der protein-
stabilisierenden Wirkung des Antischaummittels Pluronic® L61. Die Wirkung des Anti-
schaummittels auf das Wachstums- und Produktionsverhalten wurde intensiv untersucht 
(III.4.1.1). Trotz einer leichten Wachstumsinhibierung der BY-2 Kultur durch die Pluronic® 
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L61 Zugabe wurde entschieden, dass das Antischaummittel standardmäßig eingesetzt werden 
sollte, da die reproduzierbar erhöhte Akkumulierung des HSA und die stabilere 
Prozessführung aufgrund Vermeidung von Schaumbildung und infolgedessen "wall growth" 
die geringfügig niedrigeren Wachstumsraten aufwog, wodurch die kontinuierliche 
Prozessführung erst ermöglicht wurde. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde untersucht, in 
wie weit die Resultate der Medienoptimierung im Schüttelkolben auf den Rührreaktor 
übertragbar waren. Es wurde deutlich, dass die durch die Variation von Medienkomponenten 
und/oder durch Addition von Proteinstabilisatoren hervorgerufene Produktivitätssteigerung 
der transgenen BY-2 Kultur in einen größeren Maßstab übertragen und z. T. sogar erhöht 
werden konnte. Demnach ist der Transfer dieser Daten vom Schüttelkolben in den Bioreaktor 
erfolgreich erfolgt. Die höchste Produktivität wurde hier unter Einfluss der erhöhten 
Nitratkonzentration und Pluronic® L61 erzielt. Der Produktausbeutekoeffizient lag mit einer 
maximalen HSA-Konzentration von 7 mg·L-1 Überstand bei 0,03 mg·g-1. Im Vergleich dazu 
resultierte eine batch Fermentation ohne diese Variation und ohne Einfluss des 
Antischaummittels in einem Produktausbeutekoeffizienten von 0,001 mg ·g - 1 (ca. 0,5 mg·L-1 
Überstand).  
IV.3.2 batch Fermentation mit Medienaustauch unter Zellretention 
Durch die batch Fermentation mit Medienaustauch unter Zellretention sollte die Produktivität 
der transgenen BY-2 Kultur erhöht werden. In der Phase ihres Produktionsmaximums, 
welches in vorherigen batch Fermentationen bei einem PCV von 40 % ermittelt wurde, 
erhielten die Zellen frisches Medium. Das bis dorthin erreichte Wachstumsniveau wurde hier 
nach einer kurzzeitigen zweiten lag-Phase problemlos gehalten. Mit einem finalen 
Frischgewicht von über 400 g·L-1 und einem PCV von ca. 80 % wurde deutlich, dass die 
Zellen durch den Medienaustausch einen Wachstumsschub erhielten und 1,5- bis 2-fach 
höhere Werte als in der batch Fermentation erreichten. Nach einem Einbruch der HSA-
Akkumulation unmittelbar nach Medienaustausch wurde zum Erntezeitpunkt (280 h) eine 
HSA-Konzentration von 4,7 mg·L-1 Überstand bestimmt. Bezogen auf den reinen Überstand 
konnte in dieser Fermentation eine höhere HSA-Konzentration ermittelt werden als in der 
Referenzfermentation. Jedoch wurde unter Berücksichtigung des Biomassevolumens und der 
Fermentationszeit eine volumetrische Produktivität von nur 0,009 mg·L-1·h-1 bestimmt. In der 
Referenzfermentation wurde eine deutlich höhere volumetrische Produktivität von 
0,02 mg· L – 1 · h-1 erreicht. Demnach wurde für die Produktion von 2 mg HSA pro Liter 
Überstand in der hier untersuchten Variante der herkömmlichen batch Fermentation die 
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doppelte Fermentationszeit benötigt. Dennoch stellt diese Fermentationsstrategie, bedingt 
durch die enorm große Biomassebildung pro Volumen, ein Potenzial für integrierte 
Produktionsprozesse dar, in denen repeated-batch Verfahren z. B. für die 
Vorkulturherstellung genutzt werden können.  
IV.3.3 fed-batch Fermentationen 
Die im Verlauf der Arbeit durchgeführten fed-batch Fermentationen erzielten keine 
Produktivitätssteigerungen der transgenen BY-2 Kultur. Die unter batch Bedingungen 
erreichte maximale HSA-Konzentration im Medium konnte durch die Zufütterungsstrategien 
nicht erzielt werden. Demnach ist diese Fermentationsstrategie - in den hier eingesetzten 
Varianten- für eine industrielle Prozessführung nicht sinnvoll. Eine Bewertung des Nutzens 
von fed-batch Strategien in der Herführung von Vorkulturen für industrielle Prozesse wurde 
im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. 
IV.3.4 Kontinuierliche Fermentation 
Durch die kontinuierliche Prozessführung sollte die maximale Produktivität der BY-2 
Suspensionskultur bezogen auf die extrazelluläre HSA-Konzentration über einen längeren 
Zeitraum hinweg konstant gehalten werden. Das Problem der Schaumbildung und der damit 
verbundenen vorzeitigen Termination der kontinuierlichen Fermentationen wurde durch die 
Zugabe des Antischaummittels Pluronic® L61 gelöst. In verschiedenen vorangegangenen 
Referenzfermentationen (batch) wurde eine maximale Konzentration von HSA im Überstand 
mit 4 mg·L-1 bei einem PCV von 40 % ermittelt. Dieses PCV diente als sichtbarer Parameter 
für den Start der kontinuierlichen Prozessführung. Spätere Analysen zeigten, dass die 
angenommene HSA-Konzentration zu diesem Zeitpunkt nicht vorlag. Hier wurde 1 mg · L - 1 
extrazelluläres HSA und damit weit weniger als angenommen ermittelt. Die volumetrische 
Produktivität lag hier bei ca. 0,002 mg·L - 1·h-1 und erzielte somit im Vergleich zur batch 
Fermentation, die eine PV von 0,020 mg·L-1·h - 1 aufwies, einen niedrigen Wert. Aus zeitlichen 
Gründen konnte diese kontinuierliche Fermentation nicht wiederholt werden. Es ist allerdings 
anzunehmen, dass die nach 140 h (bei einem PCV von 40%) ermittelte HSA-Konzentration 
nicht der maximalen Konzentration entsprach. Unmittelbar nach dem Überführen in den 
kontinuierlichen Betriebsmodus nahm die HSA-Konzentration vorübergehend ab. Diese 
Abnahme korrelierte mit dem Verlauf der Biomasse (FW/PCV). Die Ausgangskonzentration 
von 1 mg·L-1 konnte im weiteren Verlauf der kontinuierlichen Fermentation nicht mehr 
erreicht werden. Jedoch wurde eine stetige Zunahme der HSA-Konzentration im Medium 
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beobachtet. Es konnte gezeigt werden, dass das rekombinante HSA im Erntegefäß nicht 
abgebaut wurde, wie es in der stationären Phase von batch Kultivierungen nach einer 
Fermentationsdauer von ca. 140 h der Fall war. Damit wurde eine kontinuierliche Ernte des 
HSA während des laufenden Prozesses gewährleistet.  
 
Wie schon erwähnt, konnte die kontinuierliche Prozessführung über einen Zeitraum von 
1300 h, d. h. von über 50 Tagen beibehalten werden und das bei einer konstanten 
Entwicklung der Biomasse und weitgehender Konstanz –mit einer zunehmenden Tendenz- in 
der extrazellulären HSA-Konzentration. Eine kontinuierliche Fermentation mit transgenen 
PZK über vergleichbar langen Zeitraum wurde bislang nur von DesMolles et al. (DesMolles 
et al, 1999) publiziert.  
 
Durch die erfolgreiche kontinuierliche Fermentation wurde erneut gezeigt, dass der Einsatz 
von PZK zur Produktion rekombinanter Proteine im industriellen Maßstab prinzipiell möglich 
ist. Dadurch ist die Möglichkeit zur Produktion pharmazeutisch relevanter Proteine in hoch-
wertiger Qualität im großen Maßstab gegeben. Die Ernte des konstant exprimierten Proteins 
während der Fermentation und die durch die Verringerung der Rüstzeit und Zunahme der 
Fermentationsdauer gesteigerte Raumzeitausbeute machen diesen Prozess möglicherweise 
ökonomisch. Allerdings sollte die relativ niedrige Ausbeute an sekretiertem HSA betrachtet 
werden. Täglich konnten hier weniger als 1 mg·L-1 Überstand geerntet werden.  
IV.4 Reinigung von HSA aus BY-2 Zellkulturen 
Von den hier beschriebenen Strategien resultierte die Affinitätschromatographie mittels HSA-
Antikörper-gekoppelter Matrix in einer erfolgreichen Aufreinigung des HSA. Das zuvor 
beschriebene störende Wildtypprotein konnte durch diese Methode abgetrennt werden, 
welches letztendlich durch die Massenspektrometrie gezeigt wurde.  
 
Durch Kationenaustauschchromatographie konnte kein reines HSA dargestellt werden, zudem 
war diese Methode mit  Konzentrationsverlusten verbunden, wobei diese nicht aufgeklärt 
wurden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Optimierung der Reinigung durch 
Kationenaustauschchromatographie nicht schwerpunktmäßig verfolgt, so dass keine 
abschließende Bewertung der Erfolgschancen dieser Methode in einem industriellen Prozess 
abgegeben werden können. Die Bedingungen der Kationenaustauschchromatographie sollten 
optimiert werden, um eine geeignete Aufreinigungsmethode für „plant-made“ HSA 
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realisieren zu können. Die hier eingesetzten Medien sind preiswerter und langlebiger als die 
HSA-Antikörper-gekoppelte Matrix des „Vivapure® Anti-HSA-Kits“. Das in der untersuchten 
Kationenaustauschfraktion 16 vorhandende kleinere Kontaminationsprotein könnte durch eine 
Gelfiltration abgetrennt werden.  
 
Die im Rahmen des Promotionsvorhabens durchgeführte Aufreinigung des von der BY-2 
Kultur sektretierten HSA wurde durch zwei Aspekte erschwert: (1) die Abtrennung des von 
der BY-2 Kultur ebenfalls in das Medium sekretierte HSA-ähnliche Protein zeigte sich als 
schwierig. (2) Die Sekretion der von PZK gebildeten Polysaccharide in das Medium und die 
damit verbundende Viskositätszunahme führt hier zu einem zusätzlichen zeitintensiven 
Arbeitsschritt. Zur Abtrennung der Polysaccharide musste der Kulturüberstand zunächst 
eingefroren werden. Nach anschließendem Auftauen konnte die nun stark viskose 
Polysaccharidmatrix durch Zentrifugation abgetrennt werden. Auch wenn in diesem 
speziellen Fall nur ein geringfügiger Verlust an HSA auftrat, können Einbußen an intakten 
rekombinanten Proteinen nicht ausgeschlossen werden. Des Weiteren stellt sich die Frage, 
wie bei industriellen Prozessen, in denen u. U. enorme Volumina vorliegen, die Prozedur des 
Einfrierens bewältigt werden kann. 
IV.5 Ausblick 
Die zu Beginn des Promotionsvorhabens definierte Zielsetzung bestand im Wesentlichen aus 
4 Fragestellungen. Zusammengefasst sollte(n) (1) die Produktivität der BY-2 Zellkultur durch 
Medienoptimierung erhöht werden und dieses Resultat in den Bioreaktor-Maßstab übertragen 
werden, (2) verschiedene Fermentationsstrategien zur Kultivierung der BY-2 Suspension 
eingesetzt werden, (3) ein Kryokonservierungsprotokoll zur Langzeitlagerung von transgenen 
BY-2 Kulturen entwickelt werden und (4) das von der BY-2 Kultur sekretierte HSA 
aufgereinigt werden.  
 
(1) Im Rahmen dieser Arbeit konnte die Produktivität der transgenen BY-2 Kultur optimiert 
werden. Durch Medienoptimierung wurde die Produktivität im Schüttelkolben um einen 
Faktor von 17 und im Bioreaktor um einen Faktor von 20 erhöht. Die hier maximal erreichte 
HSA-Konzentration von 7 mg·L-1 Überstand weist im Rahmen der publizierten 
Produktivitäten von PZK (Hellwig et al., 2004) einen durchschnittlichen Wert auf, wobei 
naheliegt, dass die publizierten Werte in der Gesamtheit der Prozesse überdurchschnittlich 
gute Ergebnisse darstellen. Hinsichtlich der HSA-Ausbeuten erreicht das BY-2-System nicht 
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die Größenordnungen, die in mikrobiellen Expressionssystemen z. T. erreicht werden. Die 
Produktivität liegt aber in Bereichen, in denen abhängig von den Kosten des 
Gesamtprozesses, dem erzielbaren Preis eines Produkts und der Verfügbarkeit preiswerterer 
Alternativen durchaus ökonomisch attraktive Prozesse stattfinden können. Dennoch sollte auf 
dem Gebiet der Produktivitätssteigerung durch Medienoptimierung weitergerabeitet werden. 
Genetische Algoritmen, mittels derer die Medien zufällig variiert und iterativ optimiert 
werden sollten hier eingesetzt werden. Die Maßstabsübertragung der Resultate vom 
Schüttelkolben in den Bioreaktor konnte problemlos durchgeführt werden. 
(2) Auch wurde gezeigt, dass industrielle Prozessführungen wie die herkömmliche batch 
Fermentation angewendet werden können. Insbesondere die kontinuierliche Fermentation 
stellt einen ökonomischen Prozess dar. Weiterführende Untersuchungen sollten sich hier auf 
eine hohe Produktivität bei Überführung in den kontinuierlichen Fermentationsmodus 
konzentrieren. Des Weiteren sollte ein Fokus auf die Medienoptimierung für kontinuierliche 
Prozesse gelegt werden. 
(3) Durch die Entwicklung eines Protokolls zur Kryokonservierung der transgenen BY-2 
Kultur wurde sowohl das Problem der genetischen Instabilität des Systems umgangen als 
auch eine Möglichkeit der kostengünstigeren Langzeitlagerung in Flüssigstickstoff etabliert. 
Die Forschung auf dem Bereich der Kryokultivierung von PZK sollte sich auf die 
Vereinfachung und die Generalisierbarkeit der Protokolle konzentrieren. In I.3 wurde diese 
Problematik der z. T. nicht möglichen Adaption der Einfrierprozedur inkl. Vor- und 
Nachbereitungen der Zellen bereits beschrieben. 
(4) Entgegen der oft beschriebenen, vergleichsweise einfachen Aufreinigung von sekretierten, 
rekombinanten „plant-made“ Proteinen zeigte sich diesbezüglich eine Schwachstelle des 
Systems. Die Aufreinigung des in das Medium sekretierten HSA erwies sich als zeit- und 
kostenintensiv. Das Problem der Sekretion der Polysaccharide und der damit verbundenen 
Viskosität des Fermentationsüberstandes ist ein Nachteil der BY-2 Suspensionskulturen. Im 
Rahmen der untersuchten fed-batch Strategien konnte diese Polysaccharidsekretion verzögert 
und z. T. unterbunden werden. Die Vermeidung  der Polysaccharidsekretion unter 
gleichbleibender Produktivität der BY-2 Kultur durch geeignete Medien oder Prozessführung 
stellt einen wichtigen Ansatzpunkt für zukünftige Studien dar.  
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V Zusammenfassung 
In der vorliegenden Arbeit sollten transgene BY-2 Kulturen hinsichtlich ihres Potenzials als 
industrielles Expressionssystem für therapeutisch relevante Proteine untersucht werden. Die 
für diese Zwecke generierte rekombinante BY-2 Kultur exprimierte rekombinantes HSA unter 
der Kontrolle des CaMV 35SS Promotors. Ein Signalpeptid gewährleistete die Sekretion des 
Proteins in den Apoplasten. Die für die Industrie entscheidenden Parameter wie Produktivität 
und genetische Stabilität des Organismus sowie Produktion eines reinen, funktionsfähigen 
Proteins und die Wirtschaftlichkeit des Produktionsprozesses bilden die Schwerpunkte der 
hier durchgeführten Untersuchungen.  
 
Um die Reproduzierbarkeit von entwickelten und optimierten industriellen Produktions-
prozessen gewährleisten zu können, werden i. d. R. Stammkulturen der relevanten 
Organismen angefertigt. Durch diese Zellbänke wird vor allen Dingen die genetische 
Stabilität der am Ausgangspunkt eines Produktionslaufs eingesezten Organismen garantiert. 
Die Lagerung von PZK wird traditionell durch regelmäßige Subkultivierung in 
Schüttelkolben durchgeführt. Die Zellen werden regelmäßig mit frischem Medium versorgt, 
so dass ihre Vitalität erhalten bleibt. Bei dieser Art der Stammhaltung konnten 
Veränderungen hinsichtlich der Expression bzw. Ausbeute der rekombinanten Proteine 
beobachtet werden. Die Entwicklung von alternativen Lagerungsmöglichkeiten ist somit für 
die Industrie von entscheidender Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Protokoll 
zur Langzeitlagerung der transgenen BY-2 Kulturen entwickelt.  
 
Die Medienoptimierung stellt in der Prozessentwicklung ein hilfreiches Mittel zur 
Produktivitätssteigerung der verwendeten Organismen dar. Kommerziell erhältliche Medien 
sind gerade im Bereich der Pflanzenzellkultivierung veraltet und nicht auf die einzelnen 
Zelllinien abgestimmt. Dementsprechend zeigt sich hier ein großes Optimierungspotenzial, 
wie im Rahmen dieser Arbeit exemplarisch gezeigt wurde: Durch Medienoptimierung konnte 
die Produktivität hinsichtlich des extrazellulär vorliegenden HSA durch die 
Konzentrationsvariation einer Komponente um den Faktor von 17 verbessert werden. Die 
Kombination verschiedener produktivitätsfördernder Substanzen führte in den 
Schüttelkolbenversuchen nicht zu einer Summierung der Verbesserungsfaktoren. Die im 
Schüttelkolben erzielten Resultate konnten in einen größeren Maßstab (Rührkessel) 
übertragen werden. Hier erzielte die Kombination zweier produktivitätsfördernder Substanzen 
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eine 20-fache Steigerung der HSA-Akkumulation im Medium. Es ist zu bemerken, dass diese 
Ergebnisse zwar im Rahmen von am IME durchgeführten Arbeiten mit anderen Proteinen 
tendenziell und größenordnungsmäßig bestätigt werden konnten (Daten nicht gezeigt), die 
Datenlage aber eine grundsätzliche Verallgemeinerung auf die Herstellung von 
rekombinanten Proteinen in PZK noch nicht erlaubt. 
 
Die Entwicklung und Optimierung einer Fermentationsstrategie zur effektiveren Produktion 
rekombinanter Proteine in Pflanzenzellkulturen war ein wesentlicher Bestandteil dieser 
Arbeit. Untersucht werden sollten hier die verschiedenen Fermentationsstrategien, deren 
Variationen sowie diverse Prozessparameter. Deutlich wurde, dass zur BY-2 Zellkultivierung 
industrielle Prozessführungen wie die herkömmliche batch Fermentation aber auch 
kontinuierliche Fermentationsstrategien angewendet werden können. Ein herausragendes 
Ergebnis stellt hier die kontinuierliche Fermentation dar: über einen Zeitraum von 50 Tagen 
konnte täglich eine weitgehend konstante Menge an HSA geerntet werden. 
 
Diese Arbeit wurde von der RWTH Graduiertenförderung für wissenschaftlichen Nachwuchs 
unterstützt. 
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VII Anhang 
VII.1 Abkürzungsverzeichnis 
(v/v)   „volume per volume“, Volumenprozente vom Gesamtvolumen 
(w/v)   „weight per volume“, Massenprozente vom Gesamtvolumen 
°C   Grad Celsius 
µ   Wachstumsrate 
µg   Mikrogramm 
µL   Mikroliter 
·g   Vielfaches der Erdbeschleunigung 
AAT   alpha-1-Antitrypsin 
Abb.   Abbildung 
AK   Antikörper 
AP   Alkalische Phosphatase 
APS   Ammoniumperoxodisufat 
BY   „bright yellow“ 
bzw.   beziehungsweise 
Ca2+   Calciumion 
CaMV   „cauliflower mosaic virus“, Blumenkohlmosaikvirus 
CAT   Chloramphenicol-Acyl-Transferase 
cdO2   Sauerstoffkontrollventil 
D   Durchflussrate 
d   Tag 
DMSO  Dimethylsulfoxid 
DNA   Desoxynucleinsäure 
dO2   Partialdruck des Gelöstsauertstoffes 
dpi   „days past inoculation“ 
dX/dt   Änderung der Biomasse mit der Zeit 
EDTA   Ethylendiamintetraacetat 
EGTA   Ethylenglycoltetraacetat 
EMEA   European Medicines Agency 
evtl.   eventuell 
F   Fließrate 
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FW   Frischgewicht 
g   Gramm 
GB5   Gamborg’s B5 Medium 
GFP   „Green Fluorescent Protein“ 
GM-CSF  „granulocyte-macrophage colony-stimulating factor“ 
h   Stunde 
HSA   humanes Serumalbumin 
i. d. R.   in der Regel 
Ig   Immunglobulin 
kDa   Kilodalton 
KH2PO4  Kaliumdihydrogenphosphat 
L   Liter 
LPL kodonoptimiertes Signalpeptid der leichte Kette des murinen anti TMV 
mAK 24 
M   Molar 
mg   Milligramm 
Mg2+   Magnesiumion 
MgCl2   Magnesiumchlorid 
min   Minuten 
mL   Milliliter 
mm   Millimeter 
mM   Millimolar 
MS   Murashige und Skoog  
mV   Millivolt 
NaCl   Natrimchlorid 
NaOH   Natronlauge 
NBT/BCIP  4-Nitroblau-tetrazolium/5-Brom-4-chlor-3-indolyl-phophat 
ng   Nanogramm 
o. g.   oben genannt 
PBST   Phosphat-gepufferte Saline oder Salzlösung mit 0,05% (v/v) Tween 20 
PCV   „Packed Cell Volume“ 
pH   negativer dekadischer Logarithmus der Hydroniumionenkonzentration 
PPM   „prestained protein marker“ 
PVP   Polyvinylpyrrolidon 
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rpm   „rounds per minute“ 
RT   Raumtemperatur 
scFv   „single chain fragment of the variable region“, Einzelketten Antikörper 
SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
t   Zeit 
Tab.   Tabelle 
TBS   “Tris Buffered Saline” 
TBST   “Tris Buffered Saline” mit 0,05 % (v/v) Tween-20 versetzt 
TEMED  N, N, N`, N`-Tetramethylenethylendiamin 
TMV   Tabak Mosaik Virus 
Tris   Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
V   Gesamtvolumen 
V   Volt 
vvm   Gasvolumen·(Gesamtvolumen·min)-1 
X   Biomasse 
X0   Biomasse zum Zeitpunkt null 
z. B.   zum Beispiel 
z. T.   zum Teil 
Anhang  103 
 
VII.2 Eigene Veröffentlichungen  
Publikationen 
Schmale K., Rademacher, T., Fischer R., Hellwig, S. 2006. Towards industrial usefulness – 
cryo-cell-banking of transgenic BY2 cell cultures. Journal of Biotechnology 124 302-311. 
Vorträge 
Schmale K., Hellwig, S. Fischer R. 2005. Plant cell cultures for the production of recombinant 
proteins. Vortrag, BioPerspectives, Wiesbaden. 
104                                                                                                                                    Anhang 
 
VII.3 Danksagung 
Herrn Prof. Dr. R. Fischer möchte ich für die Möglichkeit diese Arbeit am Institut für 
Biologie VII anfertigen zu können und die Übernahme des Referates danken. 
 
Herrn Prof. Dr. W. Hartmeier danke ich für die freundliche Übernahme des Korreferates.  
 
Dr. Stephan Hellwig danke ich für seine fachliche Betreuung. Deine gnadenlose Kritik war 
gewöhnungsbedürftig, aber auch ehrlich und äußerst lehrreich. Deine Loyalität hat mich sehr 
beeindruckt.  
 
Dr. Thomas Rademacher und Dr. Nicole Raven haben mich bei der Herstellung der 
transgenen BY-2 Zellinie mit ihren enormen Kenntnissen unterstützt: vielen Dank für diese 
tolle Betreuung. Bei Dr. Flora Schuster möchte ich mich ganz herzlich für die Bereitstellung 
frischer Zellen bedanken.  Bei Dr. H. M. Schumacher von der DSMZ Braunschweig möchte 
ich mich für die freundliche Einführung in das Gebiet der Kryokonservierung von 
Pflanzenzellkulturen herzlich bedanken. 
 
Herzlich bedanke ich mich auch bei Jürgen Müller, der mich im Aufreinigungsmarathon des 
HSA, insbesondere in der letzten Phase dieser Arbeit, ausdauernd unterstützt hat. Tanja 
Holland und Sebastian Willmes, haben im Rahmen Ihrer Studienarbeiten ausgezeichnete 
Resultate erzielt. Tanja’s ELISA-Durchsatz ließ mir Raum für andere Taten. 
 
Für die sehr schöne und lustige Arbeitsatmosphäre innerhalb des Labors bedanke ich mich bei 
Sebastian, Dirk, Jürgen, Yvonne und Tanja. Sebastian, Deine fachlichen Inputs und die 
freundschaftliche Zusammenarbeit haben die mitunter schwierigen Situationen sehr 
erleichtert.  
 
Meine liebe Freundin Susanne Roederstein, vielen Dank für die konstruktiven Diskussionen.  
Deine Gabe, das Positive in Veränderungen zu erkennen gefällt mir.  
 
Meine Eltern haben mir das Studium ermöglicht und stehen mir stets mit Rat und Tat zur 
Seite: einen ganz besonders herzlichen Dank an Euch.  
 
Markus, meine „chillout area“, vielen Dank für Deine liebevolle und geduldige Unterstützung 
und Deine Ablenkmanöver. Ich freue mich auf die Zukunft, in der diese Arbeit nicht unser 
ständiger Begleiter ist.  
 
Anhang  105 
 
VII.4 Curriculum Vitae 
Berufstätigkeit 
seit 10/2006  Produktmanager, Sartorius Biotech GmbH, Göttingen 
09/2005–08/2006 European Business Manager, DASGIP AG, Jülich 
04/2003–09/2005 Doktorandin am Lehrstuhl für Molekulare Biotechnologie, RWTH 
Aachen: Stipendiatin der RWTH Graduiertenförderung für 
wissenschaftlichen Nachwuchs 
10/2002-03/2003 Wissenschaftliche Hilfskraft am Lehrstuhl für Molekulare 
Biotechnologie, RWTH Aachen  
09/1999-07/2001 Studentische Hilfskraft am Lehrstuhl für Biotechnologie, RWTH 
Aachen 
Schul- und Hochschulbildung 
08/2002  Diplom mit der Gesamtnote sehr gut 
10/2001-08/2002 Diplomarbeit an der RWTH Aachen, zum Thema „Entwicklung von  
Fermentationsstrategien zur Produktion rekombinanter Proteine in  
Pflanzenzellkulturen“ 
Betreuung: Prof. Dr. R. Fischer 
10/1995-10/2001 Studium der Biologie an der RWTH Aachen, Prüfungsfächer: 
Biotechnologie, Bioverfahrenstechnik, Molekularbiologie, 
Mikrobiologie 
06/1995  Allgemeine Hochschulreife, Gutenberg Gymnasium, Bergheim  
   Abschlussnote: gut 
05/1989-06/1995 Gutenberg Gymnasium der Stadt Bergheim 
09/1986-04/1989 Städtisches Gymnasium Bedburg 
09/1982-09/1986 Sankt Martin Grundschule, Kaster 
Persönliche Daten 
geb. am  26.01.1976 
geb. in  Essen 
wohnhaft in  Pontstr. 156 
  52062 Aachen 
Staatsangehörigkeit deutsch 
Familienstand  ledig 
